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額在我が国に おける心臓疾患に よ る死亡数は ､ 慈､ 鱗障害に 次い で 死因の 第3位を占め ､
欧釆型の 生活様式に 移行す るに 従 っ て 年々 増加して おり､ その 中で も心筋梗塞と心不全の
占める割合は非常に 大きい o
従来よ り心不全の治療薬と して は､ ドパ ミ ン ､ ドブタミ ン などの カ テ コ 1 t/ ア ミ ン塑化
合物と ､ ジギタ 7) ス 製剤が汎用されて い るが ､ カ テ コ 1 L,ア ミ ン型化合物は専ら急性心不
全に注射剤と して 用 い られ ､ 慢性的心不全の 治療に は､ 経口責で あ る ジギタ T)ス 製剤が用
いられて い る ｡ しか し､ 唯 一 の 経口薬で ある ジギ タリ ス 製剤は副作用 と して不整脈を引
き起すこ とが知られて おり ､ 常用董と中毒馨が極めて 近く､ 投与計画 は慎重に行われな け
ればならな い ｡ こ の ような現状から副作用 の少ない経口強心葦の開発が望まれて い る｡
Denopa mine, (-) 一 相) - ト (p- ･hydro xy phe nyl) -2- [ (3,4- dim ethoxy-
phe n ethyl) a min o] etha nol , (Ⅰ) は著者らの 研究所で新たに見い だされた､ 心根締
力増加作用 を有する化合物で あり､ そ の構造式は下記の通りで ある ｡
OH
3
4
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さ ＼
*
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c
.
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本案物の構造は ､ 交感神経ア ミ ンで あるカ テ コ - )i,ア ミ ンの 基本骨格の ア ミノ 基に ､
dim etho xy phenethyl塞が置換し､ 3位の 水酸基が欠如した構造で あるが､ モ ノ ヒ ドロ キ シ
型である こ とが大きな特徴で ある｡
動物実験にお い て 本葉物 は､ 無麻酔犬に静脈内持続注入した時 ､ 心拍数に は殆ど影響を
与えない 用量で ､ 左心室内圧 の 慕大変化率､ および心拍拙量を有意に 上昇させ息性質を督
し､ 経口 馴又も良好で あ るこ とが認められて い る
1)
｡ その 葦理作用の メ カ ニ ズ ム は送択
的なア ドレ ナリ ンBl受容体刺激で あると考えられて い る.
一 般に ､ 薬物投与後の 血中濃度の 潮定 は､ その 薬物の 生理作用と血中濃度の相関か ら､
乗数や副作用を予測す る上 で重要で あ る｡ 著者 はすで に ､ ラ ッ トを周 い て抗噂息葦イノ
リ ン⑧の 血中濃度推移が薬理作摺の 持続 と相関する こ とを明らかに したが
2)
､ denopa mine
におい ても､ 無麻酔犬に 経口投与後の鹿中濃度推移と強心作用との 聞に は､ 相関関係があ
ることを明らかに した1)o 従 っ て ､ ヒ トにお ける臨凍試験に おい て も､ de n opa氾ineの 血
中濃度推移の 変化を知る こ と 臥 葦効の 発現および持続性との 関連で 非常に 重要で ある
3)
.
又､ 薬物の 投与後に生体内で産生され る種々 の 代謝物が､ 薬効あ るい は謝作用の 発現に
寄与する桝が数多く知られてい る の で ､ 尿中代謝物の構造､ およびそ の 生成経絡を駿明す
ることも乗物の 作用を理解す息上で必須で ある｡
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本研究は ､ denopa nin eの 開発過程に おい て ､ 本草物の ヒ トにお ける血中動態を知り､ ヒ
ト尿中代謝物の 構造を決定し､ 実験動物の 肝臓酵素系を伺 い て各代謝反応過程を確認する
こ とにより､ den opamin e代謝経絡の究明を 目的と して 行 っ た もの で あ る ｡
本論文で は､ 第1章におい て ヒ トに お けるde n opamine経口服用後の 血発申未変化体の壌
度推移に つ い て述 べ ､ 寮2 - 4章に おい て 尿中代謝物の 構造解析､ およびそれ らの 排渦童
に つ い て述 べ る｡ 第5章で は､ 実験動物の 肝臓無細胞分画を伺い たin vitr o実験で ､ ヒ
トにお古ナるdenopa min eの 代謝経路を推定した根拠に つ い て 論述す る o さらに ､ ラ ッ ト取
臓を用い たin vitro実験で ､ den opa mineおよびそ の 代謝物から､ テ トラ ヒ ド ロ イ ソ キノ7)
ン塑化合物の 生成が認められ ､ 同様化合物がde n opa mine服用後の ヒ ト尿中にも見い だされ
たの で ､ こ れらに つ いて 第6牽で詳述す る ｡ 最後に ､ 第7章にお い て ､ de nopa min e代謝
の初発反応に関与する､ モ ノ オ キ シゲナ - ゼ の 化学的モ デ ル 反応に つ い ても述 べ るム
なお､ これ らの 研究に供した ､ de n opa mineの代謝物を含む､ すべ て のde n opa min6関連化合
物襟品の 化学的合成に つ い て は ､ 補遺の 頓にま とめて記述 した ｡
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節 乱 費 巴ニ 恥 右こ お 8才 る 戯 埜箆 坤 壌 既 着隆 静
軽量
de n opa min eの ヒ トにお ける経口用量は通常1 0m g と低く､ そ の血祭中濃度はナノ グラ
ム レ ベ ル と予想され た の で ､ 内部標準物質と して重水素で 標識 したdenopamineを用い て ､
ガス ク ロ マ トグラ フ 質量分析計 (以下 G C/M Sと略す) に よ る高感度な分析法を開発
し､ 健常人志願者によ るde nopa min e経口服用後の 血渠中未変化体濃度を経時的に 測定した ｡
第1節 実験材料と実験方法
供試化合物 酢酸エ チ ル ､ ア セ ト ニ ト 7))i/､ ”,0-bistri田ethylsilyltriflu or o-
aceta mide (BSTFA) は嚢京化成工業㈱製品を用い た｡ 酢酸エ チ ル ､ BSTF且 は使用前に
蒸留して精製したもの を用 い た. 内部標準として用 い た重水素標識化合物 d3-
denopa min e( 川 は､ 補遺の 項で述べ る方法で合成した ｡ ⅠⅠのd3捧と して の重水素含有
率は99%であ っ た｡ o H
H ｡ & N
H
;
C
o
”
c
3
D3 d3
- de n opa -in e -
生体試料 : 2 3才 一 4 8才の 男子健常人志聴者5名に ､ 朝食の 2時間後にdenopa min e
1 0m g錠を1錠服用させた｡ 服用後3 0分､ 1､ 2､ 3､ 5､ 7時間に 1 0m l宛静
桁血を採取 し､ へ パ 7) ン処理後､ 毎分2 5
1
o o甲転で 2 0分間冷却遠心 して 血糞を分離し
た｡ 血淀は使用時まで - 2 0℃で凍結採存した｡
抽出､ 精製法 : 血濃1 - 3 m l に､ Il o On gの メ タノ ー ル涼液1 0 0pl を添加
し､ さらに蒸留水を5m l加えた ｡ 0.2Nア ン モ エ ア永でpBIOとした後､ 1 0m l の 酢
穀エ チ ル で 塩基性物質を抽出した｡ 酢酸エ チ ル層 を0.2N塩酸4 m lに 転嫁し､ 塩酸層を
1Nア ン モ ニ ア 水で 再びp810 とした後､ 1 0m lの 酢酸エ チ ル で再抽出した ｡ 酢酸エ
チル を減圧で留去し､ 残痕を以下に述べ る誘導体調薬法に従 っ て処理した ｡ なお､ トリチ
ウムで標識したden opanline (著者らの研究所で合成) を添加した回収業額で ､ こ の 抽出､
精製法に より約6 5 yoのde nopa min eが固叔された ｡
G C/M S分析の た めの 誘導体鋼製法 den opanin eは分子中に永酸基2掴とアミノ 基
1恨の 極性基を持つ ために ､ 難捧発性で しかも熟に 不安定で あり､ この まま で はG C/
切S分析を行うこ とが出来なか っ た｡ そ こで熟に安定で ､ 揮発性の 高い誘導体に導くた
如こ
､ 水酸基とア ミノ 基をトリメ. テ ル シ 7) ル ,(以下 ､ T M S と略) 化したo 方法は､
菟蓮に30 pl の ア セ ト ニ トリ ル と等容量のBSTFAを加え ､ 3 0分間室温に放置する こと
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に よりT M S絶 した｡ G C/M S珊定 は､ こ の 反応液の 2 - 5 pl を直接G C/M S賀
置に注入して 行 っ た ｡
G C/M S : 島津製作所製6 0 2 0型G C/M Sを用い て測定し､ デ ー タ処理は
′D E C梨1 1/2 3塑 コ ン ビ 3 : ク ー で行 っ た｡ G C カラ ム は長さ5 0c m ､ 内接3
m mの ガ ラ ス カ ラム に充填荊と して ､ 1.5 %O V - 17を1 0 0/1 2 0メ ッ シ ュ の
Sbimalite 帥 (且恥DMCS) に コ ー テ ィ ン グ したもの を用い た｡ カ ラ ム温度は ､ 2 4 0℃
キ ャ 7) ヤ ー ガ ス (へ 7]ウ ム) の液量は毎分3 5m l で謝定した ｡ 質量分析計の イ オ ンイヒ
電圧 は30 e V､ 加速電圧 は3.5 k Vとし､ イ オ ン 化法はelectr on impact (EI) モー- ド
で珊定 した｡
第2静 実験成績
2 - 1 G C/M S によ る定量法
マ ス ス ペ ク ト)iJ .. den opamin eの N , 0 - T M S誘導体の マ ス ス ペ ク ト ル はFig. 卜-- a
に示すように ､ 分子イ オ ン ピ ー ク (m / z 5 3 3) は検践されず､ m /z 5 1 8にTM S
誘導体に特徴的な (M - C H ) に由来する ピ ー クが由現した . ス ペ ク ト ル 中で最も
イ 身 ン強度の 大きい ピ - ク は､ エ タノ - ル ア ミ ン 部分の 炭素 一 党素間で切断された質量数
2 6 6の イ オ ンで あ っ た｡ 一 方､ 内部標準物質で ある d3
- den opa min eのN,0- TMS誘導
体は､ Fig. 1 - b に示すように ､ denopa min eで観察された m / z 5 1 8, 2 66の イ オン
が塵永素3噛分､ すなわち3輩董単位 シ フ トして それぞれ m / z 5 2 1､ 2 6 9に拙現し
たo Schem el に 基準 ピ ー ク m / z 2 6 6および2 6 9の 推定イ オ ン構造式を示 した
.
o
こ の m / z 2 6 6､ 2 6 9の イ オ ン は生体試料申に含まれ る不純物によ る妨害イ オ ン の影
響を受けるこ となく､ しかも絶イオ ン登に 対する割合が∑ - 5 0% と大きい の で ､ sele cte
io nm o ni七o Ting (選択的イ オ ン検出､ S IM と略) 法に よ る定量に 伺い るイ オ ンとして
最適で あ っ た｡
陵登線 ; Fig. 2 - b に､ de n opamin eとd - de n opa rnin eを ､ 血発1 m lに それぞれ
1 0 0n g宛添加 したサ ン プ ル の ､ S Ⅰ M法によ る珊定結果を示した｡ こ の 場合の ､
孤 / z 2 6 6と2 6 9の ピ ー ク の 高さ の 比を珊定した結果は 1.02で あ っ た o
Fi雷.2
-
a に薬物を願周 して い な い 健常人の 血発の 珊定例を示 したが ､ 試料申に含まれる
生体物質か らの 妨害は無い こ とが確認された ｡ 1 0n gか ら1 0 0n g のde nopa 別ine巷
血発1m l宛に添加して作成した検量線をFig.3に示 したが ､ 図の よ うに良好な直線とな
り､ その 回帰式 は､ Y - 0.01X ＋0.0043(T - 0｡9997) で あ っ た ｡
さ らに珊定法の精度に つ い て は､ 20 a g のden o如獅ineを添加した血祭を用 い て検討した
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(a)D rug - free pla sm a,
･ (b)pla s m a spi ke d w i t h de n opa min e(l o on y) ,･
(c)pla sm a e xtra ct fr o m a v olu ntee r 6 0min 去f te r a single o r al
do se of 1 0m g de n opam土n e.
ところ､ 6例平均で20.86n g ､ 標準偽善 ＋1.17､ 変動係数5.6 %で満足すべ き結果が得
られた｡ 血発1
/
m lを 剛 ､た本欄定法で は､ 最小検総量がおよ そ 2 n g で あ っ た ｡
なお､ 内部標準として 郁 ､た d3
- denopa mineは塩酸塩で ある の で ､ 定量値はすベ てfr ee
.ba s eとして換算 した ｡
2 - 2 血発中濃度謝定
Fig｡ 2 - c にdenopa min eを1 0m g服周 した被験者の政党を測定した1例を示 した｡
さ らに ､
.
5名の被験者の 平均血発申壌度推移をFig. 如こ示した. グラ フ から明らかなよ
うに ､ 血発申凍度時服用後速やかに上昇し､ 6 0分以内に最高値に達し､ そ の時の 濃度は
およそ 1 5n g/ m l pla s m aで あ っ た. 以後､ 5時間ま で は半減斯1 4 2分で減衰し
た｡ 5時間後以降で は､ 血祭中濃度はさ らに ゆるやかな速度で 減衰 し､ 7時間後には､
およそ 3 n g/ m l にまで減歩した｡
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第3節 考察
G C/M S の S I M法に よる分析は､ G Cの嘩持時間に加えて化合物固有の 輩董数を
monito r する の で ､ 他の 分析手段と比較して高感度で ､ しかも特異性の昇常に高い 分析法
である｡ 一 方､ 重水素標識化合物は ､ 非標識化合物とは質量数の み が異なり､ 抽出､ 精
製及び誘導体鋼製な どの 分析振作におい て は､ 非標識化合物と同 一 の挙動を示すの で ､ 重
水素標識化合物を内部標準に用い る ことに より ､ こ れらの 操作中で の 損失を完全に消去で
き､ 定量値に対す る信輯性を 一 段と向上 させ るこ とがtB 来る｡ den opa mineの 測定にお い
ても､ d3
- ･denopamineを用 い るこ とによ り血発1 m lの 試料で およそ 2 n gまで 測定が
可能であ っ た. そ して ､ 本朝定法に よりde n opamin e経口服用後の血祭中濃度推移を検討
した結果､ denopamineの吸収は速やかで ある ことが分か っ た｡ これは ラ ッ ト､ 豪兎にお
ける経口投与後の 血婆中濃度の ピ ー クが ー 前者で 1 5分後､ 後者で 15 - 4 5分後に存在
するとい う動物実験の 結果とも良く 一 致 した｡ さらに ､ 無麻酔犬に おけ る経口投与
(0.4mg /kg) で ､ 心拍拭董､ 左心室内圧最大変化率 (nla Xdp/dt) の 増加の ど ー ク は､
投与後6 0- - 1 20分に 認められたが､ 血祭中濃度の 推移はこれ らの変化とも対応 して い
l
た1)
｡
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第4節 小括
den opamin e1 0m gを経口牒摺後の健常人志願者5名の血発中濃度を経時的に 鴻定した(
de nopa min eは腰用後速やかに 吸収され ､ その 血発中濃度 は牒摺後1時間で最高値に達し､
そ の 時の 壌度は5柳平均でお よそ 1 5n g /m l であ っ た｡ 以後､ 比較的緩やかに減衰
し､ 7時間後 の濃度はおよ そ 3 n g/ m l であ っ た｡
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節 2 寮 監ニ 恥 各こ お 古才 る 殿 中 柁 謝 物 の す司 鑑
緒言
de n opaMin eを ヒ トに経口投与後の尿中塩基性代謝物の 構造解析を目的と して ､ 以下 の 美
顔を行 っ た｡ 本章で は通常用 い られて い る packed c olum nを用 い た主代謝物の G C/
M S分析に つ い て述 べ ､ この 操作で は分離が困難で あ っ た位置異性体代謝物の 分析に つ い
て は寮4章で 詳述する ｡
第1章で述べ たように ､ den opa min eの G C/M S定量で はN, 0 - T M S誘導体に導い
て 潮定を行 っ たが､ N --T M S部分が比較的不安定なために ､ しばしばN - T M S基が は
ずれて生成す る､ 0 - - T M S体の小さな ピ ー ク がN, 0 - T M S体の 近傍に 出現した｡
定量分析に おい て は ､ N, 0 - T M S体固有の宴董数の イオ ンを用い て 潮定す るの で ､ こ
の現象は定量分析の妨 捌こはな らなか っ たが ､ 尿中代謝物の 同定に おい て は､ 各代謝物の
N, 0 - T M S体 と 0 - - T M S鉢が共存して ､ タ ロ マ トグラ ム が複矩に な っ て しまう こ と
が予想された｡ そ こ で ､ 一 般に緩和な条件で は2級アミ ンをT M S化しない とされて い
る､ トリメ チ ル シ ソ ル イ ミダゾ ー ル (T M S I) をT M S化荊と して用い て ､ 0 - T M S
誘導体の み が存在する反応条件下で代謝物の 分析を行 っ た｡
第1節 実験材料と実験方法
供試化合物 : 酢酸 エ チ ル ､ T M S Iは乗京化成工業㈱製品を用 い た｡ 酢酸 エ チ ル ､
T M S Iは使用前に 貴官して 精製したもの を用い た｡
生林試料 : 2 3- 4 8才の 男子健常人志願者5名に ､ 朝食の 2時間後にde n opa 用ine
1 0m g錠を1錠宛服用させ た｡ 凝周後0 - 4, 4 - 8, 8 - 24時間の 3 つ の時間帯
に分けて尿を採取した. 尿容量を正確に潮定後､ 約1 0 0m lを使用時まで - 2 0℃ で
凍結採存したo
酵素加水分解 : denopamine雁用4時間尿を水で 5倍に肴釈 し､ この 希釈尿5m l に､
pf王5.2 の0.1H酢酸緩衝液 (以後､ buffe rと略) を5 m l加え､ これにβ - ダ ル ク ロ ユ ダ ー
ゼ (t y p e B - 1, S i g m a社製) を1 0 0 0ユ ニ ッ ト､ ア 7))i,サ)i, フ ァ ク ー ゼ (
t y pe H - 1, S i g m a社製) 50 ユ ニ ッ トをそれぞれ添加し､ 3 7℃で 約2 0時間
イ ン キ エ ペ - 卜した｡ 培養液に飽和炭酸ア ンモ ニ ウ ム水涼液1 m lを加えてpHIO とし､
1 0m lの 酢酸エ チ ル で抽出したo 酢酸 エ チ ル 層巷0.2N塩酸速 m l に転涼し､ 塩酸層を
1Nア ン モ ニ ア水で再びpHIO とした後､ 10m lの 酢酸エ チ ル で再抽出 した ｡ 酢酸エ チ ル
を城圧で留去 し､ 残撞を以下に述べ る誘導体翻案法に従 っ て処理した｡
誘導体鋼製法 : 残渡に 3 0pi の 酢酸エ チ ル と等容量の T M S Iを加え､ 3 0分間室
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sin gle do s e of 1 0m g de n opa min e.
温に放置した｡ 珊定は反応液 の 2 pl を直接G C/M S装置に注入 して行 っ た ｡
G C/M S: 島津案件所製6020型G C/M Sを用い て渦定 し､ デ ー タ処理は
D E C載1 1/2 3型ミ ニ コ ン ピ 且 - ダ ー で 行 っ た ｡ G Cカ ラ ム は長さ5 0c m ､ 内韓
3 m mの ガ ラス カ ラ ム に ､ 充填剤として1.5 %O V - 1を1 0 0/1 20メ ッ シ 3 . の
Ga sChr o m8 にコ ー テ ィ ング したもの を用い た｡ カ ラ ム 温度は2 3 0℃ ､ キ ャ 7)ヤ ー ガ
ス (ヘ リ ウ ム) の 流量は毎分3 5m lと した｡ イ オ ン化電圧は3 0e V､ イ オ ン顔温度
は280℃ ､ 加速電圧は3.5 k V とし､ イ オ ン化法はE Iモ - ドで 測定した.
欝2節 実験成績
Fig. 5に ､ 0 一 旦時間尿を酵素加水分解後 T M畠Ⅰ処理したサ ン プ ル の ､ G C/MSf)
折にお ける全イ オ ン強度 (T I I) と マ ス ク ロ マ トグラム の 1桝を示 した｡ マ ス ク ロ マ
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トグラム は､ そ れぞ れ の ピ ー ク の マ ス ス ペ ク ト)i, (Fig.6 r a) にお ける特徴的なフ ラ グ
メ ン トイオ ンで モ ニ タ ー した結果を示 した｡ これらのイ オ ン の うち､ m / z 2 6 7,
)
2 9 7はde n opamine骨格の ア ミノ エ タノ ー ル 部分の 炭素 - 炭素間で開賀して 生じた､ ベ ン
ジ ル ア ル コ - ル 榔の イ オ ンに 相当し､ m / z 1 9 4, 2 5 2 はフ ェ ネチ ル ア ミ ン例の イ オ
ン構造に相当した (Fig. 7) . T I I上 に示した1 - 4の ピ ー ク は､ これ らの イ オ ン の
組合せか らそ の 構造を推定 し､ 各々 の 別途合成した襟晶の 0 - T M S誘導体と マ ス ス ペ ク
トル (Fig. 6 - b) 及び G Cの 保持時間を比較 した と こ ろ完全に 一 致 した ｡ すなわち､
ど -- ク1 は未変化のden opa mineで あり ､ ピ ー ク 2 は4
′
- 脱メ チ ル 捧 (” - 1) ､ ピ ー ク
3は3 - メ トキ シ捧 (M - 2) ､ ピ - ク 4 は旦
′
- 脱メ チ ル ー 3 - メ トキ シ捧 (M - 3)
にそれぞ れ対応 した o なお､ 保持時間6.8 分に出賀したピ ー ク は､ den opa min e罪服摺者
尿からも検地されたの で ､ 尿中に含まれる生捧成分由来と考えられた｡
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欝3節 考察
薬物の 代謝反応におい て ､ 芳香環の 永酸化反応に関す る報告は多い が
2 0‾ 2て)de n opamine
の ように ､ すで に ベ ンゼ ン環上に水酸基を有する化合物の 水酸化反応 として は､ テ ロ ジン
の永酸化反応
9)
が有名で あるが､ 薬物の 水酸化反応に つ い て の 例は少ない ｡ 又､ メ トキシ
基が酸化的に脱メ チ ル 化されて ､ より極性の高い 化合物に 変換され る反応もい くうか知ら
れて い るが
1 8,2 81den.p｡mine古ま 一 方の ベ ンゼ ン壇上 に水酸基を持ち､ 他方の ベ ンゼ ン壕上
に 2つ の隣接するメ トキ シ基を有する構造な の で ､ den opamin eの 代謝反応で は､ すでに存
在す る水酸基に関して どの よう な水酸化反応が起きるか ､ さ らに ､ 2 つ のメ トキシ基のう
ちどちらが脱メ チ ル化され易い かとい う点に 興味があ っ た ｡
結果 は､ de n oparnineを経口服摺後の 尿中か ら3種の 代謝物が検出され ､ それ らは別途合
成襟晶 の M - 1, M - 2, M - 3と 一 致 した. すなわ ち､ M - 1 はden opa min eの 4
′
位
(パ ラ位) の メ トキ シ基が酸化的に腕メ チ ル 化されて 生成した もの ､ M - 2 はdenopa mine
の フ ェ ノ ー ル 性水酸基の 隣が水酸化されて カテ コ ー ル 体 (M - 4､ Fig. 8) となり､ 引き
時きカ テ コ ー ル 基の メ タ位 (3位) の 水酸基がメ チ ル 化されたもの と推定され た｡ そし
て M - 3は ､ これ ら両方の 代謝反応を受けて生成 したもの と考えられ た (Fig.8) ｡
しか し､ ジメ トキ シ基の酸化的腕メ チ ル 化反応で はメ タ位の メ トキ シ基も僅か に脱メ チル
化される とい う報告があり
4)
､ さらにM - 2の 生成に関 して も多くの グル ー プが､ カ テコ
ー )i/基の c ate chol 0- methyltr a nsfer a s e(以下 ､ C O M Tと略す) によ るメ チ ル 化反応で
は､ m - メ チ ル化体 とp - メ チ ル 化体の 両者が生成する こ とを報告 して い る
5
1 8)
｡
そ こで ､ これ らM - 1, M - 2の 位置異性体で ある i s o - M - 1, i s o - M - 2の合
成標晶を用い て比較換謝した とこ ろ ､ pa cked カ ラム を用 い た本G C/M S法で はこれら異
性捧同士 はG Cの保持時間も近く､ マ ス ス ペ ク ト ル (Fig. 9､ 7 - b) もほとんど同 一 で
両者を区別する ことが出来なか っ た｡ 従 っ て ､ こ の段階で は代謝物の 脱メ チ ル 化､ およ
ぴメ チ ル 化の位置に つ い て は結論で きな か っ た｡ そ こで ､ これ ら異性体の分離分析につ
い て は第4章で 詳述するように ､ 高速液体ク ロ マ トグラ フ イ (H P L C) 法､ 及びキ ャピ
ラ 7) - カ ラ ム G C/M S法を剛 ､て 瑚定し
l
､ それ らの結果と合わせ て M - 1, M - 2, M
- 3 の 最終的な同定を行うこ とに な っ た｡
なお ､ 実験動物にお ける経口投与実験で は､ ピ ー グ ル 犬にお い て敬董の M - 2 が尿中に
検出された 鞄は､ ピ ー グ)i,犬､ ラ ッ ト､ 家鬼すべ て にお い てde nopa mineのglu cu r o nide が
主代謝物で あり､ den opa nin eの 構造が変化した代謝物 は検出されなか っ たo 従 っ て ､
” - 1､ ” - 2､ ” - 3 へ の代謝反応 は､ ヒ トにおい て 特徴的な現象で あるもの と示唆さ
れた｡
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垂A臥 -A 道
de nopa min e経 口報周後の ヒ ト尿中か ら3種の 代謝物を検出した o これ らの代謝物の 構
造はマ ス ス ペ ク ト ル の 解析から ､ 4
′
- 脱メ チ ル 体 (M - 1) ､ 3 - メ ､ト キ シ体 (M - 2
) ､ 4
′
--脱メ チ ル - - 3 --メ トキ シ体 (M -.3) と推定され ､ 合成標品と マ ス ス ペ ク ト ル
及びG Cの保持時間が 一 致した o しか し､ den opamin eの代謝反応に おい て脱メ チ ル 化反
応は3
′
位に も起き る可能性があり､ 又 ､ カ テ コ ー ル基の メ チ ル 化反応に おい て も､ 4位
(パ ラ位) の 永酸基が メ チ ル 化される 可能性も考え られた｡ そ こ で こ れ ら､ M - 1, M
･ - 2の異性体で ある3
′
- - ･ 脱メ チ ル 体 (i s o - M - 1) と3 - ヒ ド ロ キ シ ー 4 - メ トキ
シ体 (i s o - M - 2 ) の 合成標晶を用い て比較検討したとこ ろ ､ packed カラ ム を用 い た
GC/M S法で は異性体同士を区別する こ とが総菜なか っ た｡
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興 3 牽 聖ニ 恥 暴こ お 古身 る 廃絶 中 絶 冨射 物 の 崩≡ 馨
緒言
尿中塩基性代謝物の G C/M S法に よ る定量は ､ 第1章で述べ た血祭申未変化体濃度定
蚤と同株に ､ N, 0 - T叫S誘導体に 導い て測定 した｡ これ は､ ア ミノ基をT MS化し
た方が G C上で の ピ - ク の形がより シ ャ ー プに なり､ 感度が上昇する為であ る｡ 内部標
準物輩 はden opa mineに対 して は第1章で 述べ た d3 - de n opa min e(ⅠⅠ) を用い ､ M - 1に
対して はd4 - M - 1 (ⅠⅠⅠ) を合成 して 剛 ､た｡ M
- 2に対して はG C/M Sによる
s ⅠM法で 検出す るイオ ンがden opamineと全く同 じで ､ しかもG Cの 保持時間がde n opa -
min eと異なる ので王Ⅰを内部標準物質 と して 用い た. 同様の 理由で ､ M - 3に対してはⅢ
を内部標準物質と して用い た｡ なお ､ 前章で述べ た ように ､ M - 1, M - 2, M - 3に
はそ れぞれ永酸基とメ トキ シ 基が逆に置換 した異性体の存在が予想されたが､ 本章で はこ
れら異性体を区別せずに ､ す べ てM - 1, M - 2, M - 3と して定量実験を行 っ た結果に
つ い て述 べ る｡
第1節 実験村料と実験方法
供試花合物 : 有機溶媒､ T M S化試薬及び内部標準物質Ⅱに つ い て は ､ 第1章に
記した｡ 内部標準物紫ⅠⅠⅠ は補遺の填で述 べ る方法で合成した｡
の 豊永素含有率は9 7 %で あ っ た｡ O H
H .即
D
盲
D
【)
生体試料 : 尿試料に つ いて は第2章に記 した｡
OCH3
y ＼O H
ⅠⅠⅠ の d4 体として
d4
- M - 1(=)
酵素加永分解 : 原鼠1 m lを水で 5倍に 希釈し､ こ の 希釈尿1 m l にpt15.2 の0.1M
酢酸buffe Tを 5 m i加え､ これを試料とした｡ ダ ル ク ロ ン酸抱合体の 董は ､ 試料にβ--
ダ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ を1 0 0 0こL ニ ッ ト添加して 3 7℃で 約'2 0時間イ ン キ エ ペ - 卜し､ 酵
素罪添加試料を同様に処理したもの との 定董健の蒼から求めた ｡ 硫酸抱合体の董は､ 試
料にs atcha ric acid-1,4- 1a cもo ne (β- ダ ル ク ロ ニ ダ - ゼ阻害剤､ シ グ マ 社製) 5m gと,
ア リ ル サ ル フ ァ タ ー ゼ 5 0ユ ニ ッ トを同時に添加して 同様に 処理した ｡ 罪抱合型代謝物
の定登に は試料を培養せずに その まま用い た｡ 酵素加水分解後の 試料に飽和炭酸ア ンモ
ニ ウム 水溶液1m lを加えてpHIO とし､ 1 0m lの 酢酸エ チ ル で 抽出したo 酢酸エ チル
層を､ 0.2N塩酸4 m lに転涼し､ 塩酸層を1N アン モ ニ ア水で再びp削0と し､ 1 0m l の酢
酸エ チ ル で 再抽出した｡ 酢酸エ チ ル を減圧で留去し､ 残波を以下 に 述べ る誘導体鋼製淳
一 18 -
に従 っ て処理した ｡
残痘に 3 0〟1 の酢酸エ チ ル と等容量のBSTFAを加えて 3 0分間
室温に放置 した｡ 測定は反応液の 卜 2 〃1 を直接G C/M S装置
に注入して行 っ た｡
GC/M S: 島津製作所製6 02 0型G C/M Sを 剛
､て珊定 し､ デ ー タ処熟ま
__- - - I- - -'`'■■‾-I‾ ●､
DE Cl l/2 3型ミ ニ コ ン ビ ュ
ー･夕 - で 行 っ たo G Cカ ラ ム は長さ5 0c m ､ 内径3
m m の ガ ラ ス カ ラ ム に ､ 充填剤 と して ､ 1.5 %O V
- 17 を1 0 0/1 20メ ッ シ ュ の
shim｡1ite一 帥 (恥 DMCS) に コ - テ ィ ン グ した もの を 剛 ､た . カ ラ ム 温度は2 逢O
o
c､
キ ャ リヤ - ガ ス (ヘ リ ウ ム) の流量は毎分3 5m l で測定した｡ イ オ ン化電圧は3 0
e v､ 加速電圧 は3.5 k V として ､ イ オ ン化法は E 王モ
- ドで 潮定した｡
象旦塵_j 麺塵堕
マ ス ス ペ ク ト ル : Fig. 1 0
-
a に M - ユの N , 0 - T M S誘導体の マ ス ス ペ ク いレを
示した｡ 分子イ オ ン ピ
ー ク (孤 /2 5 9 1) は換由されなか っ たが ､ m / z 5 7 6に
T MS誘導体に 特徴的な (M - C H3 )
＋
に 由来する ピ - クが紐現した ｡ ス ペ ク ト ル 申で
最もイ オ ン 強度の 大き い ピ ー ク は､ denopa mineの N, 0
- T M S誘導体の 場合と同様に (
第1章参照) ､ ユ タノ 1 L, アミ ン 部分の 炭素
一 炭素間で切断されて生 じた質量数3 2 4の
ピー･･ク で あ っ た o - 一方､ d4 ---M - 1の N, 0
- T M S誘導体はFig. 1 0 - b に示すよ
うに､ M - lめ m / z 5 7 6の イオ ン は4質量分シ フ トして m / z 5 8 0に ､ m /z
32 4の 基準ピ ー ー. クは3質董分シ フ ト して m / z 3 2 7に 出現 した｡ 基準 ピ
- ク m /z
3 2 4､ 3 2 7の 推定イ オ ン構造式をSchem e2
,,
bこ示 した ｡ ” - 1の
■
s I M定蚤で は､
二れら m / z 3 2 4と3 27の イ オ ンを換地して 行 っ た｡
次に ､ M -2及びM - 3の N, 0 - T M S誘導体の マ ス ス ペ ク トル をFig. 11に示した
が､ M -2で は基準 ピ - ク がde n opa min eと同じm / z 2 6 6で あり､ M
- 3で は基準ピ ー
クがM - l と同じm / z 3 2 4で あ っ た ｡ 従 っ て ､ M - 2の S I M定量で は内部標準物
質と して d3 ･
-･･denopamineを 剛 ､て m / z 2 6 6と2 6 9の イ オ ンを検出し､ M
- 3の
s I M定量で は内部標準物質に d4 -- M
- 1を用い て m /z 32 4と3 2 7の イ オ ンを換
出して行 っ た ｡
陵墓線 : 葦物を牒用して い ない健常人の尿1 m l に､ d3
- den opamin eとd4 - M -
1 を1 0 0n g宛添加し､ さらにM - 1, M - 2, M - 3をそ れぞれ､ 2 0､ 5 0､ 8 0､
1 0 0n g宛添加 した サ ン プ ル を用 い て作成した換宴線をFig. 1 2に示 した ｡ いずれも
良好な直線とな っ た｡ なお､ 尿中de n opamin e定董の 検量線は第1章で示した血発中濃度
測定用の 検量線を共用 した｡
尿中濃度珊定 : Fig. 1白にdenopa min e服用逸時間後の尿を分析した1例を示 した｡
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Tab le i
u rin ary e xc re tion s of de n opa min e a nd m etabolite s
in 24 hr u rin e fol lo wing sin gle o r al administr atio n
o f den opa m土ne(10 mg) 土n 王土v e v olu nte e r s :
The nu mbe r s ex pr es s m e a nde n opa min e equ i v ale nts
in ug ±SD H･
hr
T Å- 0 6 4 ” - i M - 2 ” - 3
Toヒa1
fr e e C O nコ ･ ⊂ O nコ ･ C O n〕 ･ C O n〕 ･
C)- Lt 50g.g 670t1 525.LI 6g.2 255. 1826.i
±88.5 ±278.6 ±2LI7.0 ±55.0 ±12g.0 ±50Ll.8
q- 8 12q.6 2 糾.a 212. 62.8 155.2 82g.5
±6ヨ.6● ±1q2.q 士55.8 ±27.0 ±q2.7 .t56り.5
8-2q 115.ヨ 116.5 15q.7 61.5 162.0 609.q
士IB.q ±52.0 士L1.6 ±50.8 ±6LI.0 ±126.0
Total 5L18.LE 1081.i 8日1.5 1g5.5 55∩.8 5265.i
土50.2 ±529.0 ±2q5.6 ±Q1･6 ±22り.9 ±L!1ユ.LI
又 ､ 5名の 被験者に つ い て 2 逢時間まで の 3分割尿を分析 した結果をde n opamin eに換算し
てTable lに示 した｡ この 衷で は ､ 第2章で述 べ た異性捧代謝物に つ い て は区別せずに
すべ て M - 1, M - 2, M - 3 として表 した ｡ de n opanline古ま未変花体と抱合体がおよそ
1対2の 割合で尿呼た排稗され る の に対 して ､ 構造の 変化 した3種代謝物は ､ 4時間尿に
M - 且の 井抱合塑が敬登検地された鞄は ､ すべ て 抱合体と して 蹄滑された . 5名の被顛
者の 2逢時間まで の 絶毒新野登比､ 牒周登の およ そ3 0 - 4 0 %(平均32.7 %) で ､ このう
ち未変化de nopamineの 排滑登は､ 牒摺量の約5.5 %､ 抱合体を合わせ る と16｡3 %であ った｡
構造の 変化した代謝物のうちで はM - 1 が最も多く ､ 約9%で あ っ た｡ M - 1, M - 2,
M - 3 の 2 逢時間まで の平均排滑董は ､ ” - 1 >M -3 >M - 2の 噴で あ っ たが ー 5名の
被験者の 個々 の 倦もすべ て 同様で あ っ た ｡ 又 ､ 0 - 4, 4-8, 8 - 2 4時間の 3分割
- 24-
卵 比較すると - 未変化体 (抱合体も含め て) 及びM l は ､ 時間の 経過と供に減少した
が､ M
- 2は3 つ の 時間帯に はとん ど澄がな か っ た o さらに､ M -13 は4- 8時間尿よ
りも8
- - 2 4時間尿の方が排雅量が多か っ た ｡
3節 考察
ドパ ミ ン ､ イ ソ プ ロ テ レ ノ-I L/等の カ テ コ
-
ILJア ミ ン 系化合物が経口投与された場合､
その大部分が ､ 構造の 変化 した代謝物と して尿中に排滑され る ことが知られて い %
7 1,7 2)
0
それに 対比して , ､ den opa min eの 場合に は ､ 尿中か ら単離された代謝物の 約半分 (抱合休
も含む) が､ 未変化の ままで 排増されたこ と は､ モ ノ ヒ ド ロ キ シ化合物は､ 比較的代謝を
受け難い こ とを示唆して い るo 経口投与後8時間以降に お い ても ､ かなりの 量の 兼愛化
体が排増され続けて い る こ とは ､ そ れを物語 っ て い る.
尿中代謝物の 組成で は､ ど の 時間帯を と っ てもM - 2 がM - 1 より少なか っ たこ とは､
2種の酸化反応 の うち､ 脱メ チ ル 化反応 (M - l の生成) の方が ､ 水酸化反応 (メ チ ル 化
反応を経て M -2 の生成) よりも生起 し易い か､ あるい は､ M - 1の 方がM - 2 よりも抱
合化を受け易い かの ､ ど ちらかが考えられ る｡ 第5章で詳述する ように ､ 肝臓無細胞分
画を用い たirl Vitr o実験で は ､ 水酸化反応 (カ テ コ ･ - ル 生成反応) の 方が脱メ チ ル 化反応
よりも生起 し易く ､ ま た ､ M -l の方がM - 2よりもダ ル ク ロ ン 酸抱合化を受け易か っ た
ことか ら､ 後者の 可能性が大きい ｡ すな わち､ M - 2の 抱合化反応が比較的遅い の で ､
遊離型で存在して い る間に再酸化を受けて ､ M - 3に 変換する比率が多い もの と考え られ
る｡ M 一--3の 排滑量が､ 投与後長時間経過後で も比較的多い こともそれで説明でき る｡
J
さらに ､ 鹿床試験に おい て ､ 長期連続投与申の 被験者の 血箆申に ､ 級量の M - 2 が検出さ
れたが､ M - l ､ M - 3は全く検出されな か っ た事実 (data not sho糾n) も同様の 理由に
よるもの と思われ る｡
なお､ ヒ トで はラ ッ ト､ ウサ ギ等と異な り､ 硫酸抱合体の 方がダ ル ク ロ ン酸抱合体より
も多い こ とが ､ ドパ ミ ン等の 例で知られて い る
7 0㌔ Table l に 結果を示 した実験で は2
種の抱合体を分別定量 して い ない が､ 別に行 っ た3例の実験 (Table 2) で ､ de n opa min e
およびそ の 代謝物に おい て も､ 硫酸抱合体の 方が多い こ とが示された の で ､ M - 2 がM -
l よりも比較的抱合化を受け難い ことは､ 硫酸抱合化に つ い て もあて はま る こ とが推測さ
れる｡
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Tab le 2
ロr土n a ごy eX C r e七土o n s o王 den opa m土n e a nd 土七s m e七a bo 1土七e s
in the fr e e, glu c u ro nide and sulfate fo r ms in 4
- 8 hr
u rin e follo wing single o ral administr atio n of
de nopamin e (10 mg) in thre e v o lu n te e r s.
The n u mbe rs expr es s m ean(±畠D M) de nopa min e equiv a -
le nts in- pg ｡
Tota1
den opa min e
fr e e 1 3 0｡ 9±86 . 2
4 97 ｡ 5±3 76. 9glu cu r onide 17 4｡ 0±125｡ 8
s ulfa te 1 9 2｡ 6±1 6 6｡ 7
” - 1
fr ee 2. 0±1 ｡ 7
23 1｡ 9±5 8. 9glu cu r oni de t 6 1｡ 9±23. 0
sulfa te 1 6 8｡ 0±50｡ 1
” - 2
fr e e 0
6 9｡ 6±24 ｡ 5glu c u r o ni de 2 8. 5士4 ｡ 7
s ulfa te 4 1. 1±23｡ 2
舶 - 3
Lfr e e 0
1 5 0｡ 8±42 ｡ 8glu c u r oni de 74 . 0±28 . 0
s ul fa te 7 6. 8士1 6｡ 8
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象旦塵__ A塵
5名の 被験者のde n opa min el Om g経口服周後の尿中排瀬董を ､ 0
- 4, 4 - 8, 8 -
24時間の 3分割尿に つ い て珊定した o 結果は ､ 2 4時間まで
L
の捻排滑量は服周量の お
よそ3 0- 4 0 %で ､ こ の うち抱合体を含めた未変化体の 量は服用量の約1 6 %で あり､
未変化体と抱合体の 割合はおよ そ1対2で あ っ た , これ に対して ､ 主代謝物 M
- 1,
M - 2, M
-･3 はほ とん どす べ て 抱合体と して排滑された｡ 酵素加水分解後の
den opa min e､ M
- l､ M - 2 ､ M - 3 の 投与後2 4時間内絶排雅量はde nopamine > M - 1
M---3> M - 2の 塀で あ っ た ｡
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葺経 趨 牽 恕ニ 恥 各こ お 8二卦 る 殿 中 巽 J 性 格 柁 諸藩 物
の 分 離 定 馨
緒言
第2章で述 べ た ように ､ de nopamine服用後の 尿中か ら､ 塩基性代謝物と して M ･--- 1, ”
- 2, M - 3の 3硬化金物が単離された ｡ M - 1は ジメ トキ シ基の パ ラ位o)メ トキ シ基
が腕メ チ ル 化されて生成 した化合物で あるが､ メ トキ シ基の 酸化的脱メ チ ル 化反応 は､ メ
タ位の メ トキ シ基に も生起する ことが予想された の で ､ M - 1の 異性体であるi s o - M
- 1も生成して い る可能性があ っ た｡ 一 方､ M - 2は フ ェ ノ - ル 環が水酸化されて生成
した カ テ コ ー ル 空中間代謝蛎が､ 引き続き C O M T に よりメ タ陀の 水酸基がメ チ ル 化され
て生成した化合物で あ るが､ C O叩T に よ る カテ コ - J L/基の メ チ ル 化は ､ パ ラ位の 水酸基
に も生起する可能性が予想されたの で ､ M - 2の 異性体で ある i s o - M …2も生成して
い る可能性があ っ た｡ 又､ M - 3は､ de nopamin eからM - - 1 とM - 2 へ の 2つ の 代謝反
応を連続して受けて 生成した化合物で ある の で ､ i s o - M - l とi s o--M -2の存雇
を考慮すると､ M - 3に は3種の 異性体 (Cha rt 1) が理論的に 存在す るこ とに な る ｡
しか し､ 第2章で述べ たG C/M S法で は､ こ れら異性体同士を区別する土とが出来な
か っ た｡ そ こで 本章で は､ H P L C法を伺 い てM -･1及びM - 2の そ れぞれの 異性体代
謝物を分離定量した結果と､ H P L C法を伺い て も分離不可能で あ っ たM - 3の 異性体に
つ い て ､ キ ャ ピラ ワ ー カ ラ ム G C/M S法を用い て分析した結果に つ い て 詳述する ｡
第1節 実験材料 と実験方法
試薬 ; メ タノ ー ル ､ ア セ ト ニ トリ ル は単井化学㈱製の H P L Cgr ade の もの を 剛 ､た｡
酢酸､ トリ エ チ ル ア ミ ン は半井化学㈱製の そ れぞ れス ペ ク ト ルgr ade 試薬､ 特級試薬を用
い た｡ 水 はミ 7]ポ ア製M I L L I- Q純永製造装置で 精製した純水を用い た o
試料 : de n opa 桝in eを1 0m g経口服用した男子健常人志願者 (23才) の 4時間尿
1.Om lを永で 5倍に希釈 し､ こ の 希釈尿を5 m l宛の 1 0サ ン プ ル に 分割 した｡ それ
ぞれに ､ pH5･2 の0｡1粥酢酸buffe rを5 m l加え､ これに β - ダ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ (t y pe
B - 1, S i g m a 社製) を1 0 0 0こ に ッ ト､ ア Y) ル サ ル フ ァ タ ー- ゼ(t y pe H - - 1,
Si g m a社製) 5 0ユ ニ ッ トをそれぞ れ添加 し､ 3 7℃で約2 0時間静置培養した｡
これ らの培養液を合 し､ 飽和炭酸ア ンモ ニ ウ ム 水溶液でp別0と し､ 3 0m l の 酢酸エ チル
で抽如した. 酢酸エ チ ル 層を0.2N塩酸8m lに転涼 し､ 塩酸層を1Nア ン モ ニ ア 水で再び
pf10 とし､ 1 0m l の酢酸 エ チ ル で再抽出した｡ 酢酸エ チ ル を減圧で留去し ､ l一子P LC
分析で 辻､ 残遮を1 0 0pl の メ タノ 1 L/に清解 して試料熔液と し､ そ の 5 0pl を､
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H P LC に注入した. キ ャ ピラ 7) - カ ラ ム G C/M S分析で は､ 残遮を1 0 0pi の酢
酸エ チ ル に 塔解し､ 50 pl の T M S lを加えて 室温で 3 0分間放置した｡ そ･ の 後､ 反応
液の1 - 2 〝1 を G C/M S装置に直接注入した ｡
日P L C: 舶te rs製6 0 0 A型H P L Cシ ス テ ム を招い て潮定した｡ 検出器披
島津製作所製S P D- 2A型分光光度計を用い た｡ カ ラム はWaters峯ラジ ア)i,パ ッ ク
C - 18 (長さ1 0c m, 内経8 m m) を用い ､ 蒋出溶媒は､ 永､ メ タ} - ル ､ 了 セ ト ニ
トリ ル 1 6: 3 : 1の 組成清液に ､ 1 %の酢酸と2 %の トリ エ チ ル ア ミ ンを加えたもの
を､ 毎別 .5 甲 1の 琉豊で 流して各成分を分離した｡ 分離した成分捻､ 2 80 n mの 紫
外部吸収で 娩出した｡
キ ャ ピラ 7) - カ ラム G C/M S: 日本電子袈D X - 3 0 0型 G C/M S装置を招い て
謝定し､ デ ー タ処理は､ D E C製コ ン ビ 且 一 夕 - を用い たD A - 5 0 0 0シ ス テ ム (日本
電子製) で 行 っ た｡ G C カ ラム 披､ ヒ ュ ー レ ッ ト パ ッ カ ー ド社製c ros s- 1inkedでメ チ
ル シ 7) コ ンを コ ー テ ィ ン グ した､ fu s ed si.
1ic a キ ャ ピラ 7] - カ ラム ( 内縁o.2銅m ､ 長さ
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2 5rn､ 膜厚0.11脚 ) を 剛 ､､ 注入方法 は､ 9 5: 1の ス プ リ ッ ト比の ス プ リ ッ ト モ
- ドで行 っ た ｡ キ ャ リヤ ー ガ ス (ヘ リウ ム) の 流量は､ 8 0m l/ m i n に 固定した｡
カ ラム ･ オ ー ブ ン の温度は2 60℃ ､ 質量分析計の イ オ ン化電圧 は7 0e V､
3.0 k Vの ele ctro nimpa ct (E I) モ
ー ドで潮定した ｡
第2節 実験成績
2 - i. H P L Cによ る異性体の 分離
加速電圧は
de nopa mineとi s o
- ” - 1､ i s o - ” - 2を含む5種代謝物の 標晶の 混合物を､
H P L C で分離 した結果をFig｡ 1 塩に 示 した ｡ M - 1 とi s o
- M - 1､ M - 2 と
i s o - M - 2 の異性体同士を明確に 分離す るこ とが出来た｡ 被験者尿を同 一 条件で
日 P L C分析 した結果をFig.1 5に示したが ､ 尿中の 不純物 と重な っ て ､ 各々 の 代謝物の
ピ ー ク は必ず しも明確で はな か っ た｡ そ こ で ､ 各代謝物標品の清出時間に相当す る部卦
を図の ように 5つ の フ ラク シ ョ ン に分けて分駁し､ 各々 の 分取液に内部標準と して d3
-
de n opamine又 はd4
- ” - 1を2 0 0n g宛添加 して 抽出､ 精製し､ N, 0 -11TM S誘導
体に導い た後､ G C/M S分析を行 っ た ｡ G C′/M S測定は第3章で述 べ た方法 と同様
に ､ de nopamine､ M
- 2 ､ i s o - M - 2 フ ラ ク シ ョ ンで は m / z 2 6 6､ 2 6 9の イオ
ンを､ 又 ､ M - l､ i s o - M - 1 の フ ラク シ ョ ン に つ い て は m / z 3 2 4､ 3 2 7のイ
オ ンに よ るS I M分析に より謝定し､ それ らの 結果をFig. 1 6に示 した ｡ フ ラ ク シ ョ ン
1と2にお ける m / z 3 2 4の ピ ー ク は､ そ れぞ れM - 1 とi s o - M
- 1に 相当する｡
これらの ピ ー ク の定量健か ら､ M - 1と i s o - M - 1 の 董比 はお よ そ 17対1で あるこ
とが分か っ た｡ なお､ フ ラク シ 諾 ン2の m / z 3 2 4のtr a c e上で ､ 保持時間的5.5分
の位置に由現したピ - ク 披､ H P L C分析に おい て ､ 溶出時間が i s o
- M - 1と近いた
めに分離鶴来なか っ たM - 3 が混入して い る ことを示 して い る｡ フ ラク シ ョ ン3の
m /z 26 6の ピ ー ク はde n opamin eに相当したo フ ラク シ ョ ン4 と5に おける採持時間
的6.5 分に出萌す る m / z 2 6 6の ピ ー ク は､ そ れぞれM - 2 とi s o --M - 2に相当し
た. M - 1､ i s o - M - 1 の 場合と同様に､ 両者の定量構を比較した とこ ろ､ M - 2
とi s o -･､ M- 2 の生成比はおよそ6対1で あるこ とが分か っ た｡
2 - 2. キ ャ ピラ 7] - カ ラム G C/M Sに よる異性体の分離
den opa 山in eとM
- 3の 3礎異性体 (Chart1) を含む8種代謝物の標晶に よ る混合物の
o - T M S誘導捧の キ ャ ピラ 7) - カ ラム G C/M S によ る分離をFig｡ 1 7に 示 した｡
保持時間7分か ら1 1分の閣にすべ て の 花合物が明確に分離して 検出された｡ 異性体の
溶紐啓序 は､ メ トキ シ基がメタ位に置換して い るも のより､ パ ラ位に置換して い るもの の
方が保持時間は短か っ た o M - 3 とそ の 3種異性体の マ ス ス ペ ク ト ル をFig.1 8に 示し
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たが､ フ ラグメ ン テ ー シ ョ ン ･ パ タ ー ン は全く同じで ､ 特徴的な フ ラ グメ ン トイオ ンは､
エ タノ ー )i,ア ミ ン部分の 2つ の 炭素間で 切断されて生じたbe nzylalcohol 側と､
phe n ethylamin e榔に相当するイオ ンが m / z 2 9 7と m / z 2 5 2に 共通して検出された｡
次に ､ 健常人志願者尿を酵素加水分解処理 したサ ンプ ル に つ い て ､ 0 - T M S化後､
m /z 2 5 2と2 9 7の イ オ ンに よる S IM測定を行 っ た とこ ろ､ Fig. 1 9に示すク ロ マ
トゲラム が薄られた｡ m/ z 2 5 2のtr ace 上 に､ M - 1 ､ M - 3由来の大きな ピ ー ク
と､ M - 3の 3種異性体とi s o - M - 1 の 小さな ピ ー ク が検由され た. 又 ､ m / z
2 9 7のtr ac e上 で は､一M - 2 ､ ” - 3由来の 大きな ピ - ク と､ M - 3 の異性体とi s o
- M - 2の小 さな ピ ー ク がそれぞれ換tBされ た｡ M - 3 とそ の 異性体の 部分に注目してI
m /2 2 5 2の 相当す る ピ ー ク を拡大 した タ ロ マ ナグラム をFig. 2 0に示 した｡
一 方､ M - 3､ i s o - M - 3 - P P､ i s o - M - 3 - M P､ i s o - M - 3 -- PIN
の 等董混合物を伺い て基準 ピ - ク (m / z 2 5 2) の 相対強度を求めたとこ ろ､ それぞわ
1.0,0.8,1.2,1.1 で あ っ た. こ の 補正値を用い てFig. 2 0の 4 つ の ピ ー - ク の 面積比を涼
め た結果､ 尿中に辞世されたM - 3 の異性体i s o - M - 3 - P P､ i s o - M - 3 -
M P､ i s o - M - 3 - P Mの 比は ､ M - 3に対 して そ れぞれ3｡0 %,2.9 %,5.0 %である
ことが分か っ た｡ さらに､ rn/z 2 5 2のtrac e上の M - 1とi s o - M - 1 の ピ --1 J)(
面積比 は約1 8対1､ m /z 2 9 7のtr ac e 上の M - 2 とi s o --M - 2の 面積比 は約7
対1で ある ことも分か っ た｡ この 結果は､ 2 - 1填で述べ た H P L C に よる分離で涼め
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Fig. 19 . Sele cted ion m o nito rin g tra ce s
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Fig . 2 0. Sele cted ion mo nito ring tr ac e of m/z 2 52 .
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た､ M - 1､ i s o - M - 1 およびM - 2､ i s o
- M - 2 の 両翼性体の 尿中排滑比の健
と ほぼ同 じで あ っ た｡ なお ､ こ れら異性体の 排滑比 は､ 他の 4名の 被験者の 4時間採の
場合もほとん ど同じで あ っ た｡
第3節 考察
H P L Cとキ ャ ピラ リ ー カ ラ ム G C/M Sを用 い るこ とに よ っ て ､ de n opa min e経口服用
後の尿中か ら､ すで に 第2章で述 べ たM - 1, M - 2, M - 3の 主代謝物の 他に ､ 倣喜代
謝物と して i s o - ” - l､ i s o - M - 2とM - 3の 3種異性体を娩出す ることが招来
た｡ これ らの 結果か ら､ de n opamin eの 人に おける代謝反応は､ パ ラ位また はメ タ位の軟
化帝展メ チ ル 化反応 と､ フ ェ ノ ー ル 軽水酸基の 隣の 水酸化反応 と それ に 引き続く C OM T
に よ るメ タ位ある い はパ ラ位の メ チ ル化反応 で ある と推察される ｡
メ トキ シ化合物が酸化的に腕メ チ ル化されて ､ より極性の 高い 化合物に変換されること
は良く知られて い る ｡ Sa rge nt らは
4)
､ 3,4-di軌ethoxyphen ethylamin e の ラ ッ トに おけ
る代謝研究で ､ パ ラ位が優先的に脱メ チ ル 化され るがメ タ位の 腕メ チ ル 化反応も生起する
ことを確認 し､ それ らの 生成比は1 4対1で ある と述べ て い る｡ こ の 比は ､ de n opa mine
の 脱メ チ ル 化代謝物の 入におけ る生成比 (1 7対1) と良く似て い た｡
次に ､ 芳香環の水酸化反応に つ い て もす で に多くの 報告があるが ､ de n opa min eの 代謝物
の うち､ M - 2 とi s o - ” - 2はそ の 構造か ら､ モ ノ ヒ ドロ キ シ化合物が水酸化反応に
よりカテ コ - ル体 となり､ これがさらに C O M T によりメ チ ル 化されて生成したもの と推
定された｡ しか し､ カ テ コ ー ル 体 (M - 4 , M - 5) は､ 尿中か らは検地されなか っ た8
最近､ Walle らはpr opr a n olol の 代謝物で こ の ような塑の 化合物に つ い て 報告している
が､ 永酸基とメ トキ シ基の は っ きり した位置に つ い て は言及して い なし1
12)
o 4-bydr ogT
化合物が永酸化され て カテ コ ー ル化合物を生成す る代表的な例と して ､ tyr osin eの 水酸化
反応が良く知られて い るが
9)
､ Mos n aim らはヒ ト血中､ 尿中に2- hydr o xyphen etbyla mi,,e
が存覆すると報告して い る
1 0)
.
ヒ トに おけるde n opa mineの代謝反応で カ テ コ - ル 体が中
間に生成する とい う確かな証拠は無い が ､ Pe TS S ｡ nらが報告 して い る ように11),
terbutalin e,o TCipr en alin e の よ うな罪カ テ コ ー ル 型dihydr o xy 化合物 は ､ C O MTによ
りメ チ ル 化され ない こと､ さ らに第5章で述 べ るように ､ 実験動物の肝騰無細胞分画を用
い たde nopamin eのin vitro酸化反応で カ テ コ ー ル体が生成したことよ り ､ ヒ トに お いても
denopaTnineの 代謝反応で 中間たカ テ コ ー ル 体が生成して い るものと推察され るo なお､
尿中か らカ テ コ ー ル 中間体 (M - 4およびM - 5) を検出する こ とは出来なか っ たが､ こ
れはおそ らくpr opTa n Olol の 代 軌こおい て 報告されて い るように
1 2)
､ カ テ コ ー ー･ル 体は生成
すると直ちに 0 - メ チ ル 化されてメ トキ シ体 と して 尿中に排滑され るもの と推察される｡
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- 方､ . カ テ コ-→ レ化合物の C O MT に よ るメ チ ル 化反応で ､ メ タ位 とパ ラ位の メ チ ル 化体
のそれぞ れ の生成比 に つ い て は､ 多くの 研究がすで に 報告されて い るが
5- S)
､ 初期に お け
る研究で は ､ 尿中か ら3-
- メ チ ル 化体の み が検出され た こ と から､ irl Vivo で はメ タ位の
みがメ チ ル 化され るが ､ in vitroに お い て はパ ラ位もメ チ ル 化され る と言わ れて いガ
3,3 0- 3 2う
◇
最近で は､ 尿中からカ テ コ
ー--ル ア ミ ンゐ4 - - メ チ ル 化休も換由されて い るが ､ in viv o
における 0 -I-･ メ チル 化反応 の メ タ位 とパ ラ位の 比 は､ in vitroに お ける反応 の 生成比より
もー 一 般に大き い とされて い る
6
,
7
.
)
cr e v eling らの 報告に よ る と
6,7
1
)de n opa min eと構造が良く似て い る4- m ethyle nedio xy-
phen ethyl 基が置換 した カ テ コ-I L/ア ミ ン化合物で は ー ラ ッ ト肝臓によ るin vitro実験で
のメタ位とパ ラ位の メ チ ル 化の 比 は0.7 と報告されて い る｡ - 一 方､ denopa miれeで は本章
で述べ たよ うに ､ ヒ ト尿中か ら検a3された M
- 2と i s o - M - 2 の 比 は6対1で あ っ た ｡
こ の ように ､ de n opa min eの 代謝に おい て ､ p-･-I.メ チル 化体 (i s o - M - 2) の 生成比が
cre v eling らの 報告に比 べ て 小さか っ た理由は ､ in vitr oとin vivo に お ける - 一 般的な差
であるの か､ 或い は脱メ チ ル 化反応が3位 (メ タ位) より吐位 (パ ラ位) の 方が使先する
という結果か ら､ in vivo に お い て はメ チ ル 化体が脱メ チ ル 化反応を受けて カ テ コ ー ル 体
に戻り､ こ れが再び C O M Tに よりメ チ ル 化され る桟橋も考えられた｡ こ れ らの反応機
構に関して は ー ､ in vitro実験に より詳細に検討を加えた･の で ､ そ の 結果に つ い て は､ 次章
におい て詳述す る .
なお､ de n opa min eの 代謝物の 強心作用 は ､ M - 1がde n opamineと同程度､ i s o - M ---
3 - M Pがde n opa min eの 約1/1 0の 効力で あ.フ た他 は､ 殆どす
べ て作用が認められ なか
っ た｡ しかし､ こ れらの 尿中代謝物与まい ずれも血発中に は検出されなか っ た こ とを考慮
すると､ 棄効の 本体 はde n opa mineで あり ､ 代謝物は薬効に寄与して い な い もの と考え られ
る｡ 代謝物はお そ らく速やか に抱合化されて 尿中に排滑されて しまうも の と考えられ る｡
den opa mineと そ の代謝物の 抱合化反応 に つ い て は ､ 次章で詳述する o
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第逢節 小結
denopamin e経口凝周逢時間後の ヒ ト尿中から､ denopa mineの 微量代謝物と して i s o - -
M - 1､ i s o - M - 2 ､ i s o - M -3 - M P, P M, P Pの 5種化合物を検出するこ
とが出来た｡ これらは通常用い られて い るpa cked c olu n nの G C/M S法で は主代謝物
(M - 1,' ” - 2, M - 3) と区別するこ とが出来なか っ た異性体代謝物で あるが､
i s o - M - 1､ i s o - M - 2に つ い て は H PL C分析で M - 1, M - 2と分離後､
G C/M S分析に よりそれらの排滑董を測定した ｡ そ の 結果､ M - 1 ､ i s o --- M- ll
の 比が1 7対1､ M - 2 とi s o - ” - 2 の 比が6対1で あるこ とが分か っ た｡
又､ H P L Cを 剛 ､ても分離する こ とが拭来なか っ た､ M - 3と,
そ の 3寝具性体に つい
て は ､ キ ャ ピラ 7) - カラ ム G C/M Sを用 い て分離分析を行 っ た . そ の結果､ こ れら異
性体代謝物の排滑率は､ M - 3に 対して i s o - M - 3 - P Pが3.0 %､ i s o - M - 3
1 M Pが2｡9 %､ i s o - M - 3 - P Mが5.0 %で あ っ た ｡
ヒ トにお ける こ の よ うな倣量の 尿中異性体代謝物の 分析例 は､ あまり報告がな か っ たが､
H P L C及びキ ャ ピラ 7) - カ ラ ム G C/M Sを駆使 したde nopamin e代謝物の 分析研究によ
り､ 3,4-dihydT OXy Phe nyl 化合物の C O M T に よ るメ チル 化反応 ､ およ び3,4-･dim etho_w -
phenyl花台物の 酸化約凝メ チ ル 化反応の それぞれ の minor な異性体が尿中に 存在すること
が証明された｡
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節 5 蓉 実 験 動 物 の 滑常 職 無 薄田 園髄 鎗 蘭 各こ よ 一 義
柁 富麹藩 物 の 猛 威
緒言
一-----l･一-一- I A
前章まで に ､ de n opa 悶ineを経[j牒用後の ヒ ト尿中か ら､ 3礎の 主代謝物 (M - 1, M -
2, ”
- 3) と 5種の 撒量代謝物を単離 し､ そ れらの構造を明らかに,した ｡ こ れらの 代
謝物の構造から､ de n opa 紺ineの 代謝経絡は ､ メ トキ シ基が酸化的に 腕メ チ ル 化される経路
と､ フ ェ ノ - ル 環が水酸化されて カ テ コ ー ル 体を生成 し ､ 引続き水酸基が CO M T により
メチル 化される経路の 存在が示唆された｡ しか し､ こ の 代謝経路にお けるカ テ コ ー ル 型
中間代謝物 (M - - 4, M - 5) は､ 尿中からは検出されなか っ た.
そこで ､ ラ ッ ト肝臓無細胞分画を用 い たin vitr o実験で ､ ヒ トにおい て推定され る
den opa min eの ひ と つ ひ と つ の 代謝経路の存在を証明する と共に ､ それぞ れの 代謝物の 生成
比の裏付けを求める べ く ､ 酵素反応を行い 反応生成物を分析した｡
一 方､ こ れら代謝物は ヒ トに おい て は ､ 主に抱合体と して尿中に 排滑され るの で ､ ウサ
ギ肝臓ミ ク ロ ゾ-=-･ム に よ るin vitro実験で ､ denopamin eと3種の 主代謝物に つ い て ､ ダ ル
ク ロ ン酸抱合化反応の 速度を潤定し､ さ らに ､ glqcu ro nide の構造を解析するこ とにより ､
ダルク ロ ン酸が置換して い る水酸基の 位置と ､ 反応速度 との 関係に つ い て 鋼べ た｡
第1節 実験材料 と実験方法
供試化合物 : glu c o s e-6- pbo spbate (G - 6 - P) ､ G - 6 - P dehydr oge n a s e
(G - - 6 - - ･ P D H) ､ N A D P
＋
､ S- aden osyl+√ m ethio nine (S A M) は シグ マ 社製品
を削 ､た｡ 酢酸エ チ ル ､ ア セ ト ニ トリ ル ､ 酢酸､ 塩化 マ グネ シウ ム ､
テル ア ミ ン は半井化学㈱製品を用い た｡ nic otina mide､ B S T F A,
trim ethylsilyla c eta mide (B S A) は東京化成工業㈱製品を用い た｡
TM S I､ 酢酸エ チ ル は使用前に蒸留 して 用い た｡
肝臓無細胞分画の 謂製
ビリ ジ ン､ トリ エ
T M S I, bis -
B S T FA ､
動物は2 4時間絶食 した体重2 5 0- 3 0 0g の S D系雄性
ラッ トと､ 体重約3k g の ニ ュ ー ジ - ラ ン ド白色家兎を用 い たo 摘出した肝臓を､ 3倍
容量の1.15 %EClを含む50mM Tris 塩酸buffer (p H7.4) とホ モ ジナイ ズ した｡ ホモ
ジネ ー トは9･0 0 0g で 2 0分間遠心 し､ さ らに そ の 上清を､ ペ ッ ク マ ン L 8 - 8 0超遠
心桟を伺い て ､ 1 0 5 0 0 0g で6 0分間遠心 した｡ 遠心管の底に ペ レ ッ トと して得ら
れたミク ロ ゾ ー ム 分画を､ 0.1M Na/K 7) ン酸buffer p H7.4 (以下 buffe rと略) に懸
凱 て実験に 供した｡ ミ.タ
ロ ゾ - ム 分画の 蛋白董は､ L｡ wry らの 方ば4)に従 っ て潮定し
l
た｡
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酵素反応 ･. 酵素に よる酸化反応で は､ 5 m lのbuffe rに N A D P H生成系 ( 4m円
nicotin a mide , 20mM 軸C12 ,1｡6m円 G
-6-P, 0.7m円 NADP
十) と0.4mM の基質､ お よびラ ット
肝臓9 0 0 0g上清5m l (肝臓握塵登1.5gに 相当) 又 は､ 5 0m g の蛋白量の ラ ッ ト肝
臓ミク ロ ゾ ー ム (肝臓湿重量2 g に 相当) を加え た. 粗酵素標晶と して ミク ロ ゾ
- - ム分
商を用いた時は､ さらに 2 5単位の G - 6 - P D Hを反応液に 添加 した｡ C O M Tによ
るメ チ ル 化反応で は ､ 5 m lのbuffe rに ､ 1nM SA 恥20m門 MgC12 ,0.4mMの 基質と､ 5ml
の ラ ッ ト肝臓9 00 0g上清を加えた｡ 又 ､ 実験に よ っ て はこ れに N A D P H生成別
添如した｡ 反応液は3 7℃ で 3時間振婆培養 し､ 1m lの1N ア ン モ エ ア水を加えて反
応を停止させ た｡ 反応液を1 5m l の酢酸 エ チ ル で抽出 し､ 酢酸エ チ ル層 を4 m l oo.2酋
塩酸に転涼 した｡ 再び川ア ン モ ニ ア水で 塩基性に した後､ 1 0m l の酢酸エ チ ル で再袖
由した｡ 酢酸エ チ ル を減圧で留去した後､ 残遮を第4章で述 べ た誘導体鋼製接に 従 って
処理した｡ ダ ル ク ｡ ン 酸抱合化反応 はSa n che z らの 方ぱ5)に準じて 行 っ た ｡ すなわも
5 m l のbufferに ､ 1,5mM ･ の U DP
- ダ ル ク ロ ン酸N a ､ 20m門 MgC12 , 0.如M の 基質､
1 m i の0.1 ,(o (Ⅴ / v)
m g の 賓白董) を加えて ､
より反応を停止させ た｡
ライ トX A D- 2 カラ ム
Trito n X-100 と5m lの ウサ ギ肝臓ミク ロ ゾ - - ム 懸淘液 (50
37℃で 2時間培養 した｡ boiling w ate r に 1分間浸すことに
冷却後､ 析出 した 沈毅物を遠心 して 除き ､ その 上清をア ンバ -
(lox1.5c m) に付 し､ 水洗後メ タノ ー ル で 培地した . メ タノ -
ル 淳出液を濃縮 し､ H P L C で分離分析 した ｡ H P L C分析は第鐘章で 述べ た方法に従
っ た｡ H P L Cの 分取液を減圧で 乾固し､ 残撞に B S T F A(2 0〝1) ､ B S A(20
〃1) ､ ビリ ジ ン (2 0〝1) を加えて 密栓 して 6 0℃で1時間加温した ｡ 反応液の
一 部を直接G C/M S装置に注入 した ｡ G C/M S珊定は第逢章で 述べ た方法に 従って
行 っ た｡
第2節 実験成績
乏ヱ _ら_琴至廼ー2
- 1. ミク ロ ゾ ー ム に よる酸化反応
denopa mine : de n opa mineを ラ ッ ト肝臓ミク ロ ゾ ー ム とN AD PH生成孫を用い て ､ 酵
素による酸花反応を行 っ た生成物の G C/M S分析結果をFig.2 1- a に 示した ｡ 保持
時間7.3 分の位置に め現した m / z 1 9 4 と3 5 5の イ オ ンを有する ピ ー ク (ピ ー ク3)
披､ マ ス ス ベ タ いレ (Fig.22) からフ ェ ノ ー ル 瑳が水酸化された化合物､ すなわち2,4-
dibydro xy 体ある い はM - 4と推定され た｡ そ こで こ れらの 合成標晶を用い て マ ス スペ
ク トル とG Cの採持時間を比較したとこ ろ､ マ ス ス ペ ク トル で は両者を区別する ことが漁
来なか っ たが ､ G Cの保持時間が前者は6.8 分､ 後者は7.3 分で あ っ た の で ､ 生成物はM･
- 4と同定された｡ 保持時間5.8 分の位置に出萌した m /z 2 5 2と2 6 7の イ オ ンをjl
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有する ピ -･ク (ど -ク 2) は､ マ ス ス ペ ク ト ル (Fig. 2 3) がM - 1の 標品の マ ス ス ペ ク
トル (Fig. 6 - ･ b) と･一 致 した｡ M - 1 とM ･･･.- 4の 生成比 はおよ そ 1対3.5 で あ っ た｡
しか し､ この 反応 にお い て ､ メ タ位の メ トキ シ基が腕メ チ ル 化されたi s o - M - 1 も
同時に生成 して い る こ とが予想されたが､ おそ らくそ の 生成量は微量で ､ しかも保持時間
がM - 1 と近い た めに ､ こ の マ ス ク ロ マ ト ゲラ ム 上 で はi s o-- M - 1由来の ピ ー ク を娩
出するこ と は出来なか っ た ｡ そ こ で ､ 第4章で述べ た H P L Cに よ る分離分析を行 っ た
ところ､ i s o - M -1 も微量なが ら生成して い る こ, とが確認された (Fig. 2 4 - a) ｡
fi P L Cに おけるM--- 1 とi s o --M - 1 の ピ ー - ク の 面積比 から､ 両者の 生成比 は約33
対1であ る こ とが分か っ た ｡
d3 - de n opa mine : d3
一--･de n opa mineを同様に ラ ッ ト肝臓ミ ク ロ ゾ ー ム と反応させ て
得た生成物のI-王P L C分析結果をFig. 25に 示した ｡ こ の 場合の M - 1とi s o - M -
1のピ ー ク の 面積比は ､ およ そ5対1で あ っ た ｡ すな わち､ パ ラ位の メ トキシ 基の 水素
を重水素に置換した時､ 腕メ チ ル 化反応の 同位体効果が認められた . な お､ i s o 一 - M
- 1に相当す る ピ ー ク の マ ス ス ペ ク トル の 解析により､ 3惜の 垂永素は保持されて い たこ
とが確認された｡
M - 1, M - 2 M - 1, M … 2をそ れぞれラ ッ ト肝臓ミク ロ ゾ - ム と反応させ て得
た生成物の G C/M S分析結果をFig. 2 1- b, c に示 した｡ M - 2の 反応 (c) で は
保持時間7.3 分の 位置に ､ m / z 2 5 2 と297の イ オ ンを有する ピ ー クが検由された
(ど - - ク 2) ｡ こ の ピ - ク は､ マ ス ス ペ ク いレ (Fig. 2 6) か らM - 3 と推定され､
合成標晶との比較に より同定された｡ さ らに ､ H P L C分析 (Fig. 2 卜- b) に串り､
M - 2のメ タ位の メ トキ シ塞が脱メ チ ル 化されて生成 した敬量の i s o - M - 3 - M P
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Fig ･ 2 7. Ma s s chr o m atogr a m of 七ムe e xtr a ct fro m the r at
liv e r 9 0 0 0g
■
supe r n ata nt in c ubated with ae n opa 皿in e′
N A D P モ王a nd SA M.
(Cha rt1) に 相当する ピ ー クも検出された ｡
一 方､ M - ･ 1 の反応 で は､ denopa mineで 見られたような水酸化体 (M - 5) の 生成は認
められなか っ た (Fig. 2 1- -b ､ m /z 3 5 5のtra c e) o
2-- 2. ラ ッ ト肝臓9 0 0 0
den opa min e
g上婿によ るメ テ ル 化反応
den opa mineをラ ッ ト肝臓9 0 0 0g上清と､ 補酵素と して N A D P H
生成系とS A Mを添加して 反応させ た生成物の G C/M S分析結果をFig. 2 7に 示 した｡
ミ
■
ク ロ ゾ - ム 分画 に よ る軟化反応と同様に ､ こ の 場合にもM - 1の 生成が認め られ たが ､
m/ z 35 5に特徴的なイ オ ン を有するカ テ コ - ル 体 (M - 4) の ピ ー クが消失し､ 代わ
りにm /z 194 と297の イ オ ン を有する ピ ー ク が出現 したo こ の ビ - ク は､ マ ス ス
ペクトル (Fig.2 8) およびGC の保持時間がM - 2の 標晶と 一 致した｡ しか し､ G C
l
/MS ではM - 2とそ の 異性体で あ るi s o - M - 2を区別する こ とが拭来なか っ たの で ､
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BP L Cを用い て両者を分離した (Fig. 2 9- a) ｡ そ の結果､ i s o - M - 2も同時
に生成して い る ことが確認され､ M --2 とi s o - M - 2の 生成比はおよそ 7対1で あ る
ことも分か っ た ｡ Fig. 2 7の ピ - ク面積比から､ M - 2 (i s o - M - 2) とM - 1
(i s o - M - 1) の 生成比 はおよ そ5対1で ､ in vitroにお ける酸化反応で は悦メ チ ル
化反応より､ ベ ンゼ ン環の 水酸化反応の 方が生起し易い こ とが示唆され た｡
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F ig ･ 30 . 池a ss chro m atogr a m of t he e xtr act fr o m t he r at
l iv e r9 0 0 0g s upe r nata nt in cu ba ted wi t h 凹
- 4 a nd
S A M.
M - 4 : 9 0 0 0g上滑を伺 い て ､ 補酵素と して N Å D P H生成系を除い て S A M
の み を添加した系で ､ カテ コ ー ル 捲 (M - 4) を培養した生成物の G C/M S分析結果を
Fig. 30 に示 した｡ 保持時間6. 3分の 位置に ､ M 一 連の 過半董がメ チ ル 化されて生成
したM - 2 (i s o - M - 2を含む) の 大き なピ - ク が観察された ｡ H P L Cを用いて
M - 2 とi s o - M - 2を分離した とこ ろ､ 両者の生成比 はおよそ 3対1で ある こ とが分
かり (Fig. 2 9- b) ､ こ の 比はden opa mineからN Å D P H生成系と S A M共存下 に生成
するM - 2 と i s o - M - 2 (Fig｡ 2 9- a) の 場合に比較して小さか っ た o
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chr o m atogr a m s of the e xtrr a cts
s upe rna tant in c ubated with
t he pr e s e n c e of N A D P Ha nd
M - 2 およ びi s o - M - 2を基質と して ､ 9 0 0 g上
清を用い て N A D P H生成発 とS A Mの 共存下で反応させて得た生成物の H P L C分析結
果をFig･3 1に示 した o M - 2 (B) の 場合に は原料の ピ ー ク の み が検出され､ 生成物
に相当す る ピ ー ク は全く娩出されなか っ たが､ i s o - M-- 2 (A) で 臥 M - 2に相当
する小さな ピ - ク が観察され た ｡ すなわ ち､ こ の 実験結果はFig.3 2に示すように ､
is o - - M - 2 の 一 部が脱メ チ ル 化されて カ テ コ ー )i/体になり､ これがメ チ ル 化されて M
- 2に変換 した こ とを示 して い る｡ しかし､ こ の反応に おい て 2 つ の 化合物がgTJ 生した
(ど - ク 1､ 2) o こ れらの 化合物は､ G C/M S分析に より､ i s o - M - 2と凍 ル
ムア ルデ ヒ ドが縮合 して閉浸 した､ テ トラ ヒ ドロ イ ソ キノ 7] ン型化合物の 2 つ の 異性体で
あるこ とが､ 合成標晶との 比較により明らかにされた ｡ これに つ い て は次章で 詳述する｡
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2-3. ウサ ギ肝臓ミ ク ロ ゾ --ム に よ るin vitr oダ ル ク ロ ン酸抱合化反応
den opa mine､ M - 1､ M - 2､ M--3を それぞれ, U D P--ダ ル ク ロ ン酸の 存在下に ウ
サギ肝臓ミ ク ロ ゾ-ノー ム 分画を用 い て反応させ たo 反応液をX AD ･ -･2カ ラ ム に 付 し､ メ
タノ ー - ル で熔出した描出液の H P L C分析結果をFig｡ 3 3､ 3 ∠=こ示 した o
de n opa min e､ M --1 ､ M
- 2の 場合に はglu c u r o nide に相当する ピ - ク は単 - - で あ っ た
が､ M -3の 場合に は2本の ピI-- クが出現 した o しか し､. い ずれ の 反応に おい て も､ 主
生成物はglu c u r o nide で あ っ た . H P L C分析で 各々 のglu c u r o nide に相当する ピ ー ク
を分取し､ 溶媒を晋去後､ pe r- TMS 化して G C/M S でマ ス ス ペ ク ト ル を測定 した ｡
de n opa mine glu c u r o nide de nopamin e glucuTO nide の マ ス ス ペ ク ト ル をFig.35
に､ ま た､ 特徴的な フ ラ グメ ン トイ オ ン の間髪様式をFig. 3 6に示 した｡ 分子イ オ ン ピ
- - クが m / z 8 5 3に 認吟られ ､ T M S終に 特徴的な M - 1 5の イ オ ンが､ 孤 / z 8 3 8
に也現した｡ m / z 7 4 8の イ オ ン は m / z 8 38 からtrimethyisila nolが脱離したイ
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オン と推定された ｡ m / z 1 9 4と6 5 9の イオ ン が検出される こ とから､ ダル ク ロ ン
毅はbe n?,ylalc ohol 側に 置換 して い る こ とが分か っ たo さらに ､ m / z 2 6 7の イ オ ン
は､ 孤/ z 6 5 9の イオ ン か らT M S基の 転移を伴 っ て生成 した イ オ ン と推定された ｡ こ
の様なT M S基の 転移を伴 っ た関空は､ Billets ら
16)
､ 舶11e 6
1 7)
に よ っ て それ ぞれ幸陪
されて い る様に ー フ ェ ノ 1 L/性水酸基のglu c u r onide に 固有の 現象で あり ､ 従 っ て ､
den opamin e glu c,u r o nide の ダル ク ロ ン酸が結合して い る位置は､ 4位の フ ェ ノ ー ル 性水
酸基と推定された . なお ､ 古内らはbe n zylalcohol 仰の ア ル コ 1 tj性水酸基に ダ ル ク ロ
ン酸が結合 したglucu r()nide を単離 して い るが ､ そ の マ ス ス ペ ク ト ル は明らかに ､ Fig.
3 5と は異な っ て い た34).
M - 2glu c u r o nide : M - 2glucu r o nide の マ ス ス ペ ク トル で は､ Fig. 3 7 - b に示
すように分子イ オ ン ピ･--- ク が m / z 8 8 3に 拭現 し､ これはden opamine glucuronide の
分子
●
イ オ ン より3 0マ ス ユ ニ ッ トだ けシ フ トして い た｡ 他の特徴的な フ ラ グメ ン トイ オ
ンはm/ z 1 9 4､ 2 9 7､ 6 8 9で ､ これ らの イ オ ン はder10pa min e glu c u ro nide と同
様の開繋に より生成した イ オ ン と推定された ｡
M - I1ghlC u r O nide M
- 1glu c ur o nide の マ ス ス ペ ク ト ル は ､ Fig. 3 7- a に 示す
ように分子イ オ ン ピ - ク (m /z 9 1 1) は検拭されなか っ たが ､ T M S誘導林に特徴的
なM --･1 5の イ オ ン がm / z 8 9 6に観察された ｡ さ らに ､ エ タ ノ ー ル ア ミ ン部分の 2
つの炭素間で 切断されて 生 じた m / z 2 6 7と6 4 4の フ ラ グメ ン トイ オ ンが組め られた
ことから､ M - lglu c u r o nide の ダル ク ロ ン酸 はphe n ethyla mine臥 すなわち4
′
位の フ
ユ ノ ー-.-) レ性水酸基に 置換して い るこ とが確認された｡
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Fig･ 3 4･ ZI igh pe rfo - an ce l iqui d chr o m atogr aphy
se par at io n s of t he glu c u r oni de s of ”
- 3
M - 3glu cu ronide ; H P L C で分取 した2種の M - 3glu c u r o nide の マ ス ス ペクト
ル をFig. 3 8に示 した ｡ H P L C分析に おけるmajo r ピ ー ク の マ ス ス ペ ク ト ル (A)で
は､ m /z 6 4 後に 特徴的な フ ラグメ ン トイ オ ン が観察され ､ こ れは M --1の
glu cu ronide に お い て観察されたフ ラ グメ ン トイ オ ン と同一ー なもの と推定された ｡ すな
わち､ M - 3の グ)i,ク t2 ン酸抱合柁反応のmajo T な生成物の ダル ク ロ ン 酸は､ 4
′
位の
フ ェ ノ ー ル 性水酸基に置換して い る こ とが分か っ たo 一 方､ min o r ピーク の マ ス ス ペク
いレ (B) で は､ 孤 / 2 25 2 が基準ピ ー ク として 地現し､ こ れ は崖位の フ ェ ノ ･一･ル 郎
酸基がT M S化されて い るこ とを示 して い た o さらに ､ m / z 7 3 2の フ ラ グメ ソ =
オ ンが観察されたが ､ これ はphe nethylag!in e碗のben zyl位で開賀したイ オ ン に 相当し､ こ
れ らの フ ラグメ ン トイ オ ンか ら､ M -3の ダ ル ク ロ ン酸抱合化反応 の min o rな生成物,2)
,?
'
L
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ルク ロ ン酸は4位の フ ェ ノ - ル 性水酸基に 置換 して い る こ とが分か っ た ｡
ダ ル ク ロ ン酸抱合化反応速度 : すで に 述べ た よう に ､ de n opamin e､ M - 1 ､ M -2､
M - 3のin vitr oダ ル ク ロ ン酸抱合化反応で は､ 生成物は専らglucuTOnide の み で ､ 他の
副生成物は はとん ど認められ な か っ たo そこ で ､ ダ ル ク ロ ン酸抱合化反応 にお い て ､
基質の消失を経時的に G C/M S で定量する
'こと に より ､ 上記4硬化金物の 反応速度を比
較した｡ 結果 は､ Fig. 3 9に 示すように ､ 反応速度はM - 3 > M - I 〉 M - 2 >
den opa mineの慣で あ っ た ｡ さ らに ､ M -･2の異性体で ､ 二 つ の ベ ンゼ ン環上 の 置換基が
互い に入れ替わ っ た化合物 (下記構造式) の 抱合化反応速度をM - 2と比較 した とこ ろ､
Fig.4 0に 示すように異性体 の方が速やか に抱合化され るこ とが確認された｡
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第3節 考察
den opamin eを肝臓ミ ク ロ ゾ ー ム の m on o o xy gerla S eに よる酸化反応系で反応させ たと ころ ､
カテコ ー ル 型代謝物 (M - 4･) が生成したこ と ､ 及び M - 4 がC O M Tに よ るメ チ ル 化系
によ っ て収率良くM - 2 (i s o - M - 2) に 変換したこと ば､ M - 4 がde n opamin eから
旭 - 2 (i s o - M - 2) へ の代謝反応 の 中間体で ある こ とを示すもの で ある.
9 0 0 0g上浦を用 い た ､ mo n oxy ge na s e系と C O M T系の 両者を含む系におい て ､ M -
4 が検出されなか っ た実験結果は ､ denopamin e服用後の 尿中にこ の 中間体が検出され なか
っ たことを良く反映して い た｡ すなわち､ in
u
vivo に おい ても､ 9 0 0 0g上清に よ る
in vitr o実験 と同様に ､ de nopamin eから生成したM - 4 は肝臓申の C O M T系に より速や
かにメ チ ル 化されて しまうもの と解 して よ い ｡
Tindellらは
1 8)
l ラ ッ ト肝臓9 0 0 0g 上浦を 剛 →たin vitr o実験で ､ 4-hydr oxy-
pr opr a nolol は､ さ らに 永酸化反応 を受けな い と報告 して い るが､ Billi｡gsらは
1 9＼ マ ウ
ス肝臓9 0 0 0g上清で ､ 41hydroxybiphe nyl が3- m ethoxy-4-hydro xybiphenyl に変換し
たと報告して い る｡ den opa nlineで観察された結果 は､ Billingsらの 報告と同様に ､
4-hydr o xy 化合物がさ らに 水酸化されて カ テ コ 1 L/体に変化するこ とを示した . しか し､
M - 1で はde n opamineで観察された4- hydr o又yphe nyl 基の 水酸化反応 (すなわ ち､ M - 5
の生成) は認め られ なか っ た ｡ 肝臓で行われ る代謝反応の 多くは､ 基質より極性の 大き
な生成物を生 じる の が 一 般的な の で ､ より極性の 小さな化合物の 方が ､ mono o xy gen ase の
基質に対す る反応性は高い もの と考えられ るo M - 1は4
′
位が永酸基の ために
denopa min eよりhydr ophilic な化合物で あり､ Tn On OOXy ge na Se に 対する感受性は
denopamin eよりも低い こ とが推察された .
- 5 9-
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なお､ 4-hydT OXy 碓合物か らカ テ コ - ル 体 - の 水酸化反応に 関 して は ､ 副腎の テ ロ ジン
永酸化酵素が知られて い る
9)
｡ しか し､ 鞍部腎髄質ホ モ ジネ ー トの 9 0 0 0g上浦を用
い たde nopa min eのin vitr o実験で は ､ カ テ コ
- ル 体を得る こ と ばぬ来な か っ た の で ､
de n opamineは テ ロ ジ ン永酸化酵素の 基質 とは な らな い こ とが分か っ た (data n ot sho的l)｡
一 方､ 腕メ チ ル 化反応はde n opa min eとM - 2に共通して観察された｡ 従 っ て ､ ヒ トム
お けるden opamin eか らM - 3に 至る主代謝経絡は､ M - 1を経由す るよりはM - - 2 を経噛
する経路が主で ある と推察された ｡ な お､ in vitr oに おけるden opa mirleの パ ラ位とメタ
位の 脱メ チ ル 化体の生成比は3 3対1で あり､ こ れは ヒ ト尿中か ら換地されたこれ ら代謝
物の 比 (1 7対1) と同様に大きか っ た ｡ こ の 高い位置選択性 は､ 酵素反応に 特徴的な
現象で あり､ 第7章で詳述するよ うに ､ 酵素反応の 化学的モ デ ル反応 の 1つ とされて いる
口de nfriendの系で は こ の 比は小さか っ た (1.6 対1) ｡ 円idha らは､ 犬に おける
3,4-di悶etho xya mphe七a mine の代謝研究で ､ 3位と4位の 両方が脱メ チ)i,化された カ テコ ー
)i/4ヒ合物に つ い て報告 して い る
29)
. de n opa min eの 代謝にお い て も､ M - 1 ､ i s o-- M
- 1はdenopa min eの 3
′
位と4
′
位の 2 つ の メ トキ シ基が脱メ チ ル 化さ れて カ テ コ ー ル体
となり､ これが C O M T によりメ チ)i,化されて 生成したとも考えられ たが ､ d3
- denopa-
min eの 脱メ チ)LJ化反応 で痩成 したi s o - M - 1 は重水素3価を保持して い たの で ､
der10pamin eか らM
- 1､ i s o - M - 1 へ のin vitr oで の 生成は､ 1段階の 脱メ チ ル化反
応で ある と推察された｡ 次に ､ ラ ッ ト肝臓9 0 0 0g上清によ るia vitro実験で ､
den opa mineからbN A D P H生成系と C O M T系の両者を含む酵素系で得られたM - ･ - 2 と
i s o - ” - 2の生成比は7対1で あり､ これ は ヒ ト尿中に 排滑されたM - 2 とi s
,
o - I
M - 2 の比 (6対1) と良く似た結果で あ っ た｡ しか し､ カ テ コ - ル 体 (M -4) を基
質に C O M T系の み に よる反応で得 られた両者の比 は3対1 と小 さか っ た . こ の生成比
の澄は､ N Å D P H生成系が共存する と､ C O M Tに よ るメ チ ル 化反応で生成したminor
なp
- メ チ ル 花椿が脱メ チ ル 化されて カ テ コ ー ル体 (M 一 旦)
'
に 戻り､ これが再び C O M
T によりメタ位が優先 してメ チ ル化され ると いう､ い わ ゆる
"
r e- methylatio n syste m
”
が存在して い る こ とを示唆して い る (Fig.3 2) ｡ そ して ､ i s o - M - 2 がN A D P
H生成系と C O M T系の共存下で ､ M - 2 へ の変換が起き る こ とが示されたことに より
代
r e- m ethylatio n syste m
”
の存在が立証され た｡ しか し､ 前述したM - 2とi s o -
M - 2 の生成比の 貴を､
”
r e- m ethylatio n system
v
の み で説明するに はあまりに も
i s o - M - 2 か らM - 2 へ の変換率が低か っ た｡ これ は､ i s o - M - 2 のin vitro
実験で は､ 次章で 述べ るように ､ テ トラ ヒ ドロ イ ソ キノ T) ン型化合物 へ の変換が主反応で
あ っ たた めと考え られ た｡ C OM Tに よ る カケコ ー ル のメ チ ル 化反応 で生成する m
- メ
チ ル 花鉢とp - メ チ ル化体の比は､ 一 般にin vitroよりもin vivo
■
の 方が大きい と報告さ
- 62-
れてい るが
7)
､ こ の現象の 理由の 1 つ を
く`
r e- m etbylatio nlsyste m
''
の 存在で説明するこ
とが出来たo M -- 1 とi s o
- M -1の尿中排滑蚤の 比 も1 7対1 と大きか っ たの で ､
in viv o に おける
"
r e･- m ethylatio n syste m
カ
は ､ M l と i s o JM､ - 1 に おい て も関
与して い る可能性が考えられた . しかし ､ M
- 1 とi s o - M - 1 の生成比 は､ C O M
T系の 存在しな い ､ ミ ク ロ ゾ - ム を用 い た反応でも3 3対1 と大きか っ た の で ､ M - 1 と
is o -I- M - l の 場合に はこれ らの 生成比 は､ 酸化的脱メ チ ル 化反応におけるm o n o-
o xyge n a s eの位置送択性を主 と して 反映して い るもの と思われた . 以上述 べ た実験動物
の肝臓を用 い たjn vitr o実験の 結果か ら､ ヒ トに お けるde n opanineの 代謝は､ Fig.4 1に
示す経路で反応が進行す るもの と推察され る｡
なお ､ in vi tro系で は･､ M - - 1よりもM - 2の 生成が顕著で あ っ た が､ ヒ トにお ける尿
中排雅量はM - 1 の 方が多か っ た ｡ これ は､ M - 2 はダ ル ク ロ ン酸抱合を受ける前に ､
一部分がさ らに 酸化されて M - 3に 変化して しま うの に対 して ､ M - 1 はM - 5に 水酸化
される こ と無く､ 殆どが抱合化されて しまう結果と思われ た｡ 事実､ M - 1のin vitro
グ)i/ク ロ ン酸抱合化反応 の 速度はM - 2 より速か っ た. しかし､ M - 2の ダ ル ク ロ ン酸
抱合化は､ den opamineの それ よりも速か っ た o そ の 理由は､ おそ ら〈メ t. キ シ基に よる
隣接基効果 と思われた ｡ 一 方､ M - 3gluc u r o nide で は4位の 水酸基のghlCtlr O nide よ
り､ 4 ′ 位の 水酸基のglu c u r o nide の 生成が顕著で あ っ た が､ こ の 理由は､ 4位と4 ′ 位
の水酸基に と っ て の 構造的環境の唯 一 - の 相違点は､ ben zylalcohol の存在で ある の で ､ こ
の水酸基が グJL,ク ロ ン 酸抱合化反応 に影響を及ぼ して い る草しか考え られないふ おそ ら
く､ ベ ン ジ ル 位の ア ル コ ー ー ル性水酸基が､ 基質車UDP- glu cu ronyltTan Sfe r as e とのinter -
actio nに ､ 立体障害的な作用を及ぼ して い るもの と推察される ｡ これ は､ M - 2 とそ の
異性体にお ける比較実験の結果 (Fig.4 0) か らも支持された ｡ さらに ､ M - 1で はM
- 3と同様に ､ 2 つ の フ ェ ノ ー ル 性水酸基を有する にもかかわらず､ ダ ル ク ロ ン酸は 一 方
的に4 ′ 位に 結合 して い た｡ こ の 理由は､ M - 1 にお い て はメ トキ シ基に よる隣接基効
果と､ ベ ン ジ ル 位水酸基に よ る立体障害と い う2 つ の要因が重な っ た結果 と思われ る｡
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小括
_■- 一 --■---●■･‾
de n opa min eの ヒ トに お ける各々 の代謝経路を ､ ラ ッ ト肝臓無細砲分画 を招 い たin vitr o
実験で確かめ た . そ の 結果､ de nopa min eからM
- 3に至 る代謝は､
'
M - 2を経由す る経
路が主で あ ると推察された ｡ 又 ､ これ らのin vitr o実演で観察された代謝物の生成比と､
ヒト尿中から検出された代謝物の排雅量の 比
‾
との 間に関連性が見られた｡ すな わち､ カ
テコ
- )i,の メ チ ル 化反応 に おける異性体生成比の ､ in･viv o とin vitroとで の 相違の 説明
として ､ in viv o に お い て は､ ′てラ位メ チ ル 基の酸化的脱メ チ ル化と､ メ タ位水酸基 へ の
re- m ethylatio nの 経路の 存夜が示唆された ｡ さ らに ､ ウサ ギ肝臓ミ ク ロ ゾ - ム のUDP- gl
u cu r o nyltr a n sfe ra s eを用 い たin vitr o実験で ､ den opa mineと3種の 主代謝物の ダ ル ク D
ン酸抱合化反応速度を比較 した とこ ろ､ M - 3ゝM - 1 >M - 2 >de n opa mine の 慣で あ っ
た｡ こ れ らのglu c u r o nide の構造を解析 した結果､ ダル ク ロ ン酸が結合 して い る位置は
フ ユ ノ ー ー ル 性水酸基で あり､ M - 1､ M ･ - ･ 3 の ように 2 つ の フ ェ ノ - ル 性永酸基を有す る
化合物で は ､ 4
′
位の 水酸基に優先して結合して い る こ とが確認された ｡ 以上 の 結果か
ら､ de n opa min e及び代謝物の フ ェ ノ ー ル 性永酸基の ダル ク ロ ン酸抱合化反応 法､ 隣接す る
メトキ シ基に よ っ て 促進され ､ ベ ン ジ ル 位の ア ル コ ー ル 性水酸基によ っ て妨害され るこ と
が推察され た｡
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興 転 牽 テ 恥 ラ 恕ニ 骨ご 監認 -ぜ ソ 項 ニ j Y} ニ /
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緒言
前章に お い て ､ ラ ッ ト肝臓9 0 0 0g上滑に よ るin vitro実験で ､ N A D P H生成系と
c o M T系の 共存下で は､ i s o
'
- M - 2 がM - 2に 変換するこ とを明らか に したが､ そ
の反応にお い て 2つ の化合物が主生成物として検出された｡ 本章で は､ これらの 化合物
の構造を明らか にすると共に､ そ の 生成のメ カ ニ ズ ム に つ い て も換討を加えた の で ､ そわ
らに つ い て詳述する ｡
第1節 実額材料と実験方法
供試化合物 : S- [m ethyl1
14
c] - s且杓(40mCi/mm ol) はNe wEngland Nuclear 薬品雀
用い た｡ G - 6 - P , G - 6 - P D H, N A D Pて s A Mは シグ マ 製品を用い た｡
nic otinamide､ T MS I ､ ethyldim ethylsilylimidazole は寮京化成工業㈱製品､ 酢酸エ
チ ル ､ 鞄C12 ､ 4 0 タ細)i,ム ア ル デ ヒ ドは半井化学㈱薬品を用い た ｡ 化合物Ⅳ ､ V
(Sche 粥3) は､ 田辺製薬㈱有槻化学研究所で 合成され たも の を周い た ｡
肝臓無細胞分画の 鋼製; 前章で述 べ た方法に 従 っ て ､ ラ ッ ト肝臓9 0 0 0g 上清分
商､ 且0 5 0 O 0g上滑分商､ およびミ ク ロ ゾ ー ム 分画をそ れぞれ作成した ｡
酵素反応 ; 5 m lの0｡1円リ ン酸buffe r(pE7｡4) に ､ 0｡4m円 の 基質､ 1mM の S A M､
20mMの鞄C12 ､ および5 m l の ラ ッ ト肝臓9 0 0 0g上清を加えたo 又 ､ 実験によ ?て
はこれに N Å D P H生成系を加えた ｡ ミ ク ロ ゾ ー ム 分画に よる反応で は､ 5 m l の
buffe Tに ､ 5 0m gの 賓白鷺に相当するミ ク ロ ゾ ー ム と ､ 0.加門 の 基質､ N A D P H生成
系､ および2 5単位の G - 6 - P D Hを添加 した｡ 実験に よ っ て はこ れに1mM の S A M
を加えた｡ 105 0 0 0g上清に よる反応 で は ､ 上清8 m l にJo.加M の 基質と､ 上記の
S A M又 はN A D P H生成系､ ある い はこれら両者を添加した ｡ 反応 はす ベ て 3 7℃で
3時間振壇培養 し､ 1m lの1N アン モ エ ア永を加
■
ぇて反応を停止させ た｡ 反応液を1 5
m lの 酢酸エ チ)i,で 抽扮し､ 酢酸エ チ ル 層を4m l の0｡2N塩酸に転落した. 再び1N アン
菅 エ ア永で塩基性 とした後､ 1 0m lの 酢酸 エ チ ル で再抽出した｡ 酢酸 エ チ ル を減圧で
瞥去 した後､ 残遮に酢酸エ チ ル を5 0p且 と､ T ” S Iを5 0pl 加え室温で3 0分間放
置した｡
反応液の 一 部を､ 直韓注入する こ とに よりG C/M S分析を行 っ た ｡
放射能の 取込み : ラ ッ ト肝臓9 0 0 0g上浦5
-
m l に､ buffe T5 m l と､ 0.如門 の
昼餐､ 2OmMの 馳C12 ､ 脚 の S A M､ およ び1 p Ci のS- [m ethyl-
1 4
c ト SAMを加えて､
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白7℃で 3時間振塗培養 した. 抽出 した生成物を少量の メ タノ - ル に溶解 し､ Silic agel
60f払佃er ck 社製) プ レ
ー ト に塗布した｡ T L Cの 寝間は､ ク ロ ロ ホ ル ム ー メ タノ ー
〟(9: 1) で 行 っ た ｡ 生成物の ス ポ ッ トは､ ラ ジオ タ ロ . マ トゲラ フ イ
ー および ヨ ー ド
による発色で検出した ｡
生捧試料 : 人に おける尿中代謝物の 同定 (第2章) に 用 い たの と同 一 の 尿試料を実験
に供した｡
G C/M S: 第4章で述 べ た方法に従 っ て ､ G C/M S潮定を行 っ た｡
第2節 実験成績
2 - 1. ラ ッ ト肝満を伺い たin vitr o実験
” - 2 およびi s o - M - 2 ; ラ ッ ト肝臓9 00 0g上浦とi s o - M - 2に つ い て ､
補酵素を添加せずに イ ン キ エ ペ -
.
卜した生成物の マ ス ク ロ マ け ラム をFig･ 4 2- a に示
したo ピ ー ク 1､ 2は マ ス ス ペ ク ト ル (Fig. 4 3) から､ テ トラ ヒ ドロ イ ソ キノ リ ン型
牝合物と推定され､ 前章で 述べ たi s o - M - 2の酵素反応生成物の H P L C分析で 検出
された主生成物1 ､ 2 (Fig｡3 1) と､ マ ス ス ペ ク トル および G Cの 保持時間が完全に
一
致したo 即ち､ テ トラ ヒ ドt2イ ソ キノ リ ン型花台物 はそ の 構造か ら､ i s o - M - 2 が
endoge nou sな ホ ル ム ア ル デ ヒ ドと ､ Pict叶 Spe ngleT 塑の 間貸反応を2位ある い は6位と
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の 間で生起して ､ 二 つ の 異性体を生成 したもの と推定された ｡
. そ こで ､ i s o
- M - 2 と凍 ル ム ア ル デ ヒ ドをメ タノ ー ル 申､ 室温で反応させ たところ､
瞬時に原料が消発 し､ Fig.42 - c に示すように ､ T L C上で 2 つ の ス ポ ッ トが鵡現した｡
こ の2 つ の ス ポ ッ トをT L Cプ レ ー トか らかき取 っ て ､ G C/M S分析を行 っ たところ､
bi占1ogic alな反応で生成した ピ - ク 1､ 2と G Cの 保持時間 (Fig. 速2 - b) およびマス
ス ペ ク トル が完全に 一 致した (Fig. 4 逢) ｡
一 方､ ” - 2 は､ ラ ッ ト肝臓9 0 0 0g上清との イ ンキ エ ペ - シ ョ ンで は完全に原料を
回収し､ 閤 鄭ヒ金物の 生成は歳時られなか っ た (Fig｡ 逢5 - a) ｡ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドと
のche mic alな反応で は､ i s o - M - 2と同様に原料 は瞬時に消失したが ､ 生成物に相当
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す るス ポ ッ ト捻T L C上 で1 つ で あり (Fig. 4 6- c) ､ マ ス ス ペ ク ト ル の解析か ら､ 生
成物はN- hydT O Xym eもhy且 体で ある ことが示唆され た (Fig｡ 逢6) ｡
i s o - M - 1 : i s o - M - 2 と同様の 閉環反応は i s o - M - 1 の場合に も認め
られた｡ Fig. 息7に i s o - ” - 1をラ ッ ト肝臓9 0 0 0g上清とイ ンキ エ ペ ー 卜した
生成物の G C/M S分析結果を示したが ､ 2硬の化合物の 生成が顕著で あ っ た (m /z
2 6 盈のtTa C e) . マ ス ス ペ ク トル (Fig｡4 8) の 解析か ら､ これ らも i s o- M- 1
か らホ ル ム ア ル デ ヒ ドとのPicteトSpe ngler 型の 閉環反応に より生成 した､ 2種の テトラ
ヒ ドロ イ ソ キノ 7) ン型花台物の T M S体で あ る ことが ､ 別途合成 した標品と マ ス ス ペクト
ル及び保持時間が 一 致したこ とにより同定された｡
de n opamine､ rg､ Ⅴ : ラ ッ ト肝臓9 0 0 0g上清にN A D P H生成系とS A Mを添
如して ､ de n opa悶ine､ 及びそ の異性体Ⅳ ､ Ⅴ (Scheme 3) をそれぞれイ ン キ ュ べ - 卜した
生成物の G C/M S分析結果をFig. 逢9に 示した｡ o -hydT O Xy 体 (Ⅳ) で の 主生成物は､
メ トキ シ基の脱メ チ)i,′托鉢で あり (Fig｡ 4 9 - Å ､ m /z 2 5 2､ 2 6 7のtr ace) ､
de n opamin eで の主生成物はM - 2
■
(i s o - M - 2) (Fig. 49 - C､ m /z 19 4､
2 9 7の七rac e) で ある ことが､ マ ス ス ペ ク トル の 解析から示唆され､ い ずれの 場合にち
テ トラ ヒ ド ロ イ ソ キノ Y] ン塑閉葦買化合物 の生成は認め られなか っ た . これに対して､
” -hydr o xy 体 (Ⅴ) では ､ 2種の テ トラ ヒ ド ロ イ ソ キノ 7) ン塑化合物の 生成が顕著に認め
られた (Fig. 逢9 - B ､ m / z 3 2 2のtTa Ce ､ ピ ー ク 1､ 2) o これ らの T MS体の
マ ス ス ベ タ t) i/をFig. 5 0に ､ さ らに ､ ethyldimethylsilyl (ED門S) 誘導路の マ ス ス ペク
いレをFig. 5 1に示 した ｡ T M S俸とE D M S捧の マ ス ス ペ ク トル を比較すると､ M
は4 7 3 か ら5 0 1に､ 又､ ba se pe ak も3 2 2 から3 50 へ と､ い ずれも2 8質量単位
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F ig 1 5 3･ 凹as s chr o mato gr am s of 0
- T 也s de riv at iv e s of t he
e xtr a cts fr om t he rat mic r os ome s in c uba ted w i t h
is o 一 也 - 2 in t he pr e s e n ce of (A)S Ab4, (ち)N 且D P.
H a nd
(C)NÅD P tla nd S 且朋 .
シフ トした｡ こ れ は､ シ 7) ル 化される永酸基は2個で あり ､ しかもbase pe ak に2価の
水酸基が含まれ る ことを示して い た ｡ これらの フ ラグメ ン テ ー シ ョ ン の 醸折か ら､ この
生成物はi s o - M - 2 の 場合と同様に ､ Ⅴが ホ ル ム ア ル デ ヒ ドと閉環反応を生起して生
成した､ テ トラ ヒ ドロ イ ソ キノ リ ン型化合物で ある ことが示唆され た｡
c ofa ctorの 検討 : i s o - ” - 2を基質として ､ 9 0 0 0岳上清を用い て S A Mと
N AD P H生成系の 両者に つ い て c ofa ctorと して の効果を詞べ た｡ Fig.5 2- D に示す
ように ､ S A Mを添加する こ とにより､ 弗添加の場合に比較して テ トラ ヒ ドロ イ ソ キノ 7)
ン型化合物の生成が約3倍上昇した｡ 一 方､ N A D P H生成系の み の添加ではほとんど
変化が認められなか っ た (q) . 次に､ 9 0 0 0g上浦を可輯性画分 (1 0 5 0 0 0g
上清) とミク ロ ゾ ー ム に分離 して検討を行 っ た. ミク ロ ゾ ー ム 分画を用い た系 (Fig.
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e xtr a ct
fr o m t he r at l ive r 9 0 0 0g s upe r n ata nt in cqbated
wi t h iso - M - 2 .
5 3) で は ､ S Å M又 はN Å DP H生成系の それぞれ単独の添加 (A , B) で は､ テ トラ
ヒドロ イ ソ キノ リ ン型花台物の生成に大き な効果 は速められなか っ たが､ 両者を同時に添
加した系 (C)
l
で は (B) の 約4倍の 生成物の 上昇が認められた｡ 可特性画分に おい て
は､ 9 0 0 0g上浦の 場合と同様に ､ S Å Mを添加する こ とにより (B) ､ 罪添加 (A)
に対して約5倍の 上昇が認められたが ､ (B) にN A D PH生成系を共存させ ると (D) ､
S A M による上昇は抑制され た (Fig.5 4) ｡
1 4
c - メ チ ル ー S AMに よる放射能の取込み : ラ ッ ト肝臓9 0 0 0g上滑を月恥 ､て
sA Mと1 4c - メ チ ル ー S ÅMを添加して ま s o - M - 2をイ ンキ エ ペ - 卜した ｡ 反応
生成物の T L C分析とぅ ジ オ タ ロ マ トス キ セ ナ ー で放射能を検出した結果をFig. 5 5に示
した｡ T L C上で ､ テ トラ ヒ ドロ イ ソ キノ リ ン塑化合物に相当する採持健の ス ポ ッ トに
放射能が娩出され､ S A Mの メ チ)i,基が生成物に取り込まれたことが確鼓され た｡ 一 方､
カテ コ ー ル 絶食物M 一 度を基質として 同様の実験を行 っ た結果をFig｡ 5 6に示したが､ こ
の場合に 披､ C O M Tに よるM 一 連の メ チ ル 花反応で生成したM - 2 (i s o - ” - 2)
に相当する ス ポ ッ トに放射能が娩出され､ C O M T反応におい て ､ S Å Mの メ チ ル基が生
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成物に取り込まれ たことを確認した｡
gallic a cid によ る効果: C O M Tの 阻害剤で あ るgallic a cidを用 い て ､ ホ ル ム
ア ル デ ヒ ドの 生成に C O M Tが関与して い るか否かに つ い て 検討 を行 っ た｡ ラ ッ ト肝備
9 0 0 0g上浦を用 い て ､ M - 4をS A Mの存在下 でイ ンキ エ ペ -
L
｢すると ､ Fig. 5 ?-
Å に示したように､ ” - 4 がメ チ)i,化されて生成 したM - 2 (i s o - M - 2) の ピ ー ク
(ピ ー ク 1) が顕著に経められた｡ ま た､ 生成したi s o - M - 2 がさ らに ホ)i,ム アル
デ ヒ ドと反応して生成したテ トラ ヒ ド ロ イ ソ キノ 7) ン型花台物 (m /z 3 5 2のtrace)
と､ M - 4 が直接ホ ル ム ア ル デ ヒ ドと反応して生成した､ カ テ コ ー ル 塑の テ トラ ヒ ドロイ
ソ 串ノ 7]ン璽化合物 (m / z 4 1 0のtr a c e) に相当す ると思われ る ピ ー ク も出萌した｡
一 方､ こ の 反応で ､ gallic a cid3mMを加え て 10分間､ 9 000g上清をpr ein cubation
して おくことに より､ S A Mを添加して もC O M Tによ るM - 逢 の メ チ ル 化反応は完全に
阻害された (Fig.5 7 - B､ ビ ー タ 1の 消失) ｡ しか し､ M - 4の閉壕終に由来するピ
- ク は顕著に認められ た (m / z 4 1 0のtr a ce ) ｡ なお ､ これらの マ ス ク ロ マ トダラ
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ム で ､ ピ ー ク 2 は原料のM 一 塩で あ っ た｡ 同棒の実験条件で ､ i s o - M - 2 を基質
と して 反応させ て も､ やはりテ トラ ヒ ドロ イ ソ キノ 7) ン型化合物の 生成は顕著で あ っ た
岬ig｡ 5 7 - C､ ピ - ク 5､ 6) ｡
N M Rス ベ タ ト)i, : i s o - M - 2 か ら生成したテ トラ ヒ ドロ イ ソ キノ 7) ン型花台物
の N M Rス ペ ク ト ル をFig｡ 5 8(a , b) に示した｡ a はG C で先に涼出される異性鋳
で ､ b は扱か ら溶出され る異性体に相当する｡ Fig｡ 5 8- b では､ 86.55に ､ 水酸基に
隣接するar o 悶aもic pT O七o nに帰属され る シ グナ ル がsinglet で出現 したこ とに より､ この
他食物披Ⅸ (Fig. 5 9) と同定され た｡ i s o - M - 1 か ら生成した2種の テ トラヒド
ロ イ ソ 串ノ 7) ン塑花台物に つ い て は､ Fig. 5 8 - a (G C で扱か ら特出され る異性体)に
哀したN M Rス ペ クT. ) レにおい で ､ 86｡50 と86｡55に 2本のar om a七ic pr oto nがsinglet
で 地車したことに より､ この化合物はⅥ (Fig. 5 9) と同定された｡
2 - 2｡ de n opa mine腰周後の 尿か らの換由
由nopa min eを経tj服摺後4時間尿をG C/M S分析 した結果をFig. 6 0に示した｡
騒申か ら娩出され た主な ピ - ク 披､ すで に寮2牽で述 べ たden opa mine､ ” - 1､ M - 2､
” - 3に 相当する ピ ー ク で あ っ たが､ m / z 3 5 2のもr a c e上 に ､ i s o - M - 2 から
生成した2穫の テ トラ ヒ ドロ イ ソ キノ 7) ン塑化合物､ さらに ､ m / z 2 6 4のtr ac e上に､
i s o 一 朗 - 且か ら生成 した2礎の テ トラ ヒ ドロ イ ソ キノ 7) ン塑花台物に由来すると思わ
れ る放かな ピ ー クが出現 し､ これ らは襟晶の 保持時間と 一 致したこ とか ら､ in viv o にお
い て あ凍 ル ム ア ル デ ヒ ドとの 閉援反応が僅か なが ら生起して い るこ とが示唆された｡
輿3節 考察
塗路内､ 樽に磁内の カ テ コ ･ - ル ア ミ ンが内因性の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド､ あるい はエ タノ ー
ル 摂取後に盤成する アせ トア ル デ ヒ ドとPicteトSpe ngle T壁間環反応に より､ tetrahydro-
五s oqui盟0且亙孤㌔5滴 _ caTbolin4eO
‾
鮎 TahydT.PaPa V eTOli4n3e
- 4雫も｡. 軸ine alkal.id47,,48)
tetT軸dT OPT｡もobe Tbelin e alkaloi3
9･
,
50!als .1in e滴 る い はsais.1in ｡15 1)などに変換する
こ と披苗くか ら知られて い る ｡ 一 方､ 責物の 代謝反応に おい て ､ エ タノ ー ル 摂取による
影響として のア せ トア ル デ ヒ ドと の閉環反応に つ い て 臥 pT OPO 細 emeの 例
5屯どが 離
きれおり､ 内因性の 如 レム ア ル デ ヒ ドと閉壕反応を生起して生成した代謝物に つ い ても朝
告がみ られる5
3)
. 今回 の 実験結果に より ､ de n opa m.
in e代謝にお い て ､ カ テ コ ー ル の C O
M T によるメ チ) レ花反応の悶inoT な生成物の p - メ チ ル化捧 (i s o - M - 2) ､ および
脱メ チ ル 偲反応の陀inor な生成物で ある m 一 腹メ チ ル 化体 (i s o - M - 1) の 一 部分が､
さJらに *
) レム ア ル デ ヒ ドと閉壕反応を生起して ､ テ ト ラ ヒ ド ロ イ ソ キ} 7) ン型花台物に変
換され る ことが轟きれた｡ ぞ して ､ i s o - M 一 旦 ､ i s o - M - 2 の 推挙構造にお
- 84 -
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ける共通点古ま､ ベ ンゼ ン環上の 閉環部位に対して ､ オ ル トま たは パ ラ位に水酸基が存在す
るとい うことで ある .
一 方､ de n opamin e服周後の ヒ ト尿中か らもこれら閉環化合物が飯豊なが ら換地された｡
これは ､ den opamineが代謝されて 生成したi s o - M - 1､ i s o - M 1 2 が､ さらに生
梅内ホ ル ム ア ル デ ヒ ドと反応したもの と推察される ｡
生体内でのPicteトSpe ngle T 空間茸反応に関与す るホ ル ム ア ル デ ヒ ドは､ Fig.6 1に示
すよう に ､ ”,”- m ethylenetetrahydrofolic a cidか ら発酵素的に生成す るとい う説が定説
にな っ て い る
5 4-
.
5 9)しか し､ Javeh らはウサ ギ にお ける実験で ､ tra ms-4- [(2- a min o-3,
51dibT OmObenzy王) amino] cyclohe x an olの1,2,3,41 もetr ahydr oquina zolin e化合物 へ の
簡琵反応でJ4c - methyトm ethio nin e の 放射能が取り込まれ るこ とを報告し､ ま た､
Meyer s o nらはbenzylもetrahydr ois oquinolin eか らtetr ahydr opapa v e rolin eへ の 間貸反応披､
S AM dependent で ある と述べ て い る
60)
o i s o - M - 2 のin vitT O閉瑳反応に おい
ても11 4c - m e伽1- S A Mの 放射能が生成物に取り込まれたことか ら､ こ の 反応に S A M
が関与して い る こ とが明らかに な っ た｡ 9 0 0 0g上清を可特性両分とミ ク ロ ゾ ー ム に
分けて行 っ た実験で 時､ 可涼性両分で S ÅM添加に より約5倍の生成物の 増加が認められ
たo s A MはC O M T反応にお けるメ チ ル基のdo n oT で あり､ C O M T活性 は主に可特
性両分に存在する と言われて い る ｡ しか し､ ga且1ic acidを添加した系で C O M T反応
- 89-
は完全に抑制され たの に対 して ､ 閉環反応 は影響されなか っ た こ とを考慮す ると､ 閉環反
応に はC O M Tは関卑 して い ない こ とが示唆されたが ､ gallic a cidがメ チ ル 基の
ac c e如 oTの 役割を果 して い て ､ メ チ ル 推されたgal且ic a cidの 酸化的脱メ チ ル 化反応で､
凍 ル ム ア ル デ ヒ ドが放出され る可能性は否定で きない ｡
一 方､ ミ ク ロ ゾ - ム を潤 い た系で は ､ テ トラ ヒ ド ロ イ ソ キノ リ ン塑化合物の生成に はS
ÅM ､ N A D P H生成系の 両者が必須で あ っ た ｡ Fig｡ 6 1に 示す生合成経路で ､ NA D
p H も3:N%10methyienetetT ahydTOfolic acid か らN- methyltetT ahydrof｡1ic a cid- の還元
反応を触媒する嗣e紬ylene七e七rahydT Ofolate r educ七a s eの補酵素とされて い るが､ SAM
か ら肘W-%ethyle netetr ahydTOf.olic a cid へ の 逆反応に つ い て は良く知られて い な い .
なお ､ Meye T S O nらはラ ッ ト肝減可特性両分 に ､ be n zyltetT ahydroisoquin olin e- m ethyl-
七r a nsfeTa S eが存在すると報告して い るが
61と頚段階で はS A M関与の メ カ ニ ズ ム に つ い
て 揺不明であ る｡
- 90-
象旦鼠+ま二塵
ラ ッ ト肝臓熊細胞分画 を問 い たin viもT O実験で ､ i's o -” - 2 が内因性の ホ ル ム ア ル
デヒ ドと閉環反応を生起 して ､ テ トラ ヒ ド u イ ソ 皐} リン 塑碓金物に変換する こ とを示し
.
f=o こ の反応系に ､ S A Mを添加す るとテ トラ ヒ ドロ イ ソ ネノ リ ン 塑花台物の生成量は
著しく増加 した ｡ そ して S A Mのメ チ ル 塞が生成物に 取り込ま れる ことを､ 放射能で標
識したS A Mを 剛 ､て証明した o このPictet- Spe ngler 型閉環反応 は､ i s o
- M - 1
及びde n opa min eの m - bydro xy 異性体で も同様に 認め られたが､ M - 1 ､ M - 2､ de n opa -
mine､ 及びden opamin eの o - hydr oxy 異性体で は閉場化合物は生成 しなか っ た｡ すなわ
ち､ ベ ンゼ ン曙上 の 閉環部位に 対して ､ か レトま た はパ ラ位に 水酸基が存在する時にの み
反応が生起す る こ とが確認された｡
一 方､ de
.
n opa mine服用後の ヒ ト尿中からも ､ これ ら閉環イヒ合物が徽董なが ら換地された.
これは ､ de n oparnineが代謝されて 生成した i s . o - M - 1､ i s o - M - 2 がさらに生体
内ホ ル ム ア ル デ ヒ ドと反応 したもの と推察され､ in viv o におけるM - 1､ i s o - M -
l及び､ M - 2､ i s o - M - 2の 尿中排雅量の 比 は､ m on ooxy gen ase ある い はC O M T
による反応 の 位置選択性の み を､ そ の まま反映 して い るの で はない こ とが示唆された｡
- 9 1-
輿 7 牽 m o m o o xy 鑑 e m 盈 馬e ¢⊃ ぜ虹 学 園匂
こ 臣 ヂ ,F乱ノ 反 応
緒言
寮5牽まで に述べ たように､ de n opanin eの代謝にお ける初発反応 は､ mon o o xygen a s eに
よ る ベ ン ゼ ン環の水酸偲反応と､ メ トキ シ基の酸化的脱メ チ ル 化反応で あ っ た｡ そこで､
m o n o o xygena s eの化学的モ デ ル 反応･の 1 つ とされて い るUde nfriendの }*
6 2,6 3を用い て､
de n opa min eおよび関連碓合物の 化学的酸化実験を行い ､ 酸化反応 の 選択性に つ い て酵素反
応の 結果と比較した｡
第1節, 実験材料と実験方法
験試花台物 ; trimethy･1silyli佃idazole (T門SI) は東京化成エ葺㈱製品を用 い た｡
酢酸エ チ ル ､ ア セ ト ニ トY)ル ､ EDTAは半井化学㈱薬品を招い た ｡ 塩化第 一 鉄 は関東化学
㈱製品を 郎 ､た｡ L - ア ズ コ )i, ビ ン酸は田辺楽章㈱棄京工場か ら得た｡ den opamine関
連他念物Ⅳ ､ Ⅴ ､ 闇 ､ Ⅸ､ Ⅹ (Fig｡6 2) は､ 田辺製菓㈱有械化学研究所で合成された標
品番摺 い た｡ Ⅱ ､ Ⅲ､ Ⅵ ､ 闇 ､ X Ⅰ - Ⅹrgおよびテ トラ ヒ ドロ イ ソ キノ 7) ン型化合物
Ⅹ V - Ⅹ闇 (Fig｡ 6 3) は､ 補遺の填で 述 べ る方法に 従 っ て 合成した｡
酸化反応 ; p輔 ｡6 の0.1朗7) ン酸buffe r 1 Om l に､ 基質2m g ､ 塩化第 一 鉄を
壇 皿 鑑､ ED甘Åを8 0m g と､ L - ア ズ コ ル ビ ン酸5 0m g を加え ､ 3 7℃ で1時間振塗し
た｡ 反応液を1期ア ン モ ニ ア永でpHIOとし､ 1 0m l の酢酸 エ チ ル で抽出した｡ 酢酸エ
チ ル を城定常去し､ H P L C分析で は残撞をそ の まま分析に付 し､ G C/M S分析では､
以下 に述べ る誘導体鋼製法に付 した｡
G C/M S分析の 誘導路調整法 :
を加え ､ 室温で 3 0分間放置した｡
H P LC及びG C/M S;
寮2静 実験成績
残液に酢酸エ チ ル (50 〝1) とT M S I(5 0州
第也章で述べ た方法に従 っ て 郵定した｡
2 - 1｡ de n opa min e及び代謝物の反応
den opa 印in e: deriOPa min eの酸化成績捧を0 - T M S化して G C/M S珊定 した結果を
Fig｡ 6 如こ示 した｡ マ ス ク ロ マ トグラム で モ ニ タ ー した特徴的なフ ラ グメ ン トイ オンの
構造式を､ Sche n3e後に示した｡ 保持時間5.5 分に m / z 2 5 2と2 6 7の イ オ ンを有す
る2 つ の ピ ー クが鰻蜘され､ これ らはマ ス ス ペ ク ト ル の 解析から､ de mopa mine の 0 - 凝メ
チ ル花鉢と同定きれ た｡ 底
′
- 0 - 脱メ チ ル花椿 柑) の 保持時間捻3
I
- 0 - 鋭メチ
ー 92-
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sche m e4 . C ha r a cte ristic fr agm e nt ion s of T M S de riv at ive s･
ル 化捧 (Ⅲ) よりわずかに暴い の で ､ 2 つ の ピ ー ク のうち大き い ピ ー ク がⅡ と同定された｡
Fig. 6 5に 示したH P L C分析により､ Ⅱ とⅢ の 生成比 は1.6 対1で あ っ た ｡ 保持時間
7分の ､ m / z 1 9 逢､ 3 5 5のイ オ ンを有する ピ ー ク は､ de n opamineの 水酸化体すなわ
ちカ テ コ ー ル 体Ⅶ と同定された｡ m / z 2 8 2のtT a Ce 上 の 保持時間6｡7 分と7.2分に
2 つ の ピ ー クが紐萌した ｡ これ らは､ マ ス ス ペ ク ト ル の解析から､ dimethoxy phe n ethyl-
･a min e 僻の ベ ンゼ ン環が永酸推された生成物と推定され､ 永酸花反応がdim etho xybe n zene
環にも生起する こ とが示唆された｡
M - 1 (Ⅱ) とi s o - M - 1 (班) : Fig｡6 6 - a に ‡ の酸化成績体の マ スク ロマ
トグラム を示した ｡ この 場合に は2種類の カ テ コ ー ル 体の 生成が顕著で あ っ た .
すなわ ち､ 保持時間7.8 分の m /
,
z 2 5 2､ 3 5 5の イオ ンを有する ピ ー ク は､
be n zylalc ohoi 仰が永酸推されて 生成したカ テ コ ー ル (闇) で あり､ 採持時間6.5 分の
m /z 2 6 7 と3 1 0のイ オ ンを有する ピ - ク は､ bydr o xy- m eもhoxyphe n ethyla min e側が
脱メ チ)i/花されて 生成 したカテ コ 1 L/ (Ⅹ Ⅰ) と同定された ｡ 一 方､ Ⅲの 酸化成績捧は､
Fig｡ 6 6- b に示すように複雑な マ ス ク u マトグラ ム を呈した. すなわち､ Ⅱと同様の
2雀 の カ テ コ ー ル終に相当する ピ ー クが劫現したが (m /z 3 10 と3 5 5のtTa Ce) ､
主生成物はm /z 2 6 4の イ オ ンを有する 一 連の化合観で あ っ た｡ これに つ い てをま後に
詳述する ｡
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(a)工V an d (b)Ⅴ.
M - 2 (Ⅳ) とi s o - M - 2 (Ⅴ) : Fig. 6 7- a に Ⅳ の酸化成績体の マ ス ク ロ マ
トグラム を示 した｡ Ⅵ及び ⅩⅡが検出された こ とに より､ Ⅳに おい て も逢
′
位と3
′
位
のそれぞれの 脱メ チ ル化反応が生起するこ とが確認された｡ さらに ､ m / z 1 9 4､
3 5 5の イ オ ン を有する Ⅶが検出されたことに より､ benzylalcohol 悌の メ トキ シ基の脱
メチル化反応も ､ 同時に生起する ことが確観され た｡
一 方､ Ⅴ に おけ る酸化反応で は､ FigL. 67 - b に示すように ､ Ⅳ と同様にbenzylalc oho1
2 52 と3 5 5のtr a c e) ､ m / z 35 2の イ オ ンを有する2つ の生成物が顕著で あ っ たo
これらの帰属に つ い て は後に詳述する｡ なお､ Ⅳ ､ Vに共通 して m / z 2 8 2のtr a c e
上に2つ の ピ ー クが認められた. これらはden opa朗in eの 場合と同株に ､ dim etho gy-
phenethyla mine榔のベ ンゼ ン療が水酸化された化合物と推定された｡
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旦X
Vu
葺
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T川E(HINUTES)
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355
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Fig･ 6 8･ Ma s s chr o mato gr am of 0
- T M S de riv ativ es of oxi dat ion
pr odu c七s of エⅩ ･
2 - 2. de n opa mine関連化合物の 反応
ben zylalc ohol 悌の ベ ンゼ ン瑳上 に置換基を持たない Ⅸ の 酸化成績体の マ ス ク ロ マ トゲ
ラム をFig.68に示した｡ m / z 2 5 2のtT aC e 上に ､ 4 ′ 位と3
r
位の脱メ チ ル化終
に由来する ピ - クが検出された｡ さ らに ､ 保持時間1 3分の 位置に m /z 1 9 4と
355の イ オ ンを有する ピ - ク が洩現 し､ こ れはⅨ のdihydr o xy 体すなわ ち､ カ テ コ ー ル
体 .(Ⅶ) と同定され た｡ しか し､ n o nohydT O Xy 体 (d占nopa min e､ I) に相当す る ピ - ク
は僅かで あ っ た｡ つ ぎに ､ benzylalcohol 樹の ベ ン ゼ ン環上にp- m e七ho xy 基を有するX
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F ig･ 6 9･ Ma ss chr o m atogr a
m of 0- T 凹S de riv at iv e s of o xi dat io n
pr oduc 七s o王 Ⅹ･
の酸化成績捧の マ ス ク ロ マ トゲラ ム をFi8.6 9に示した｡ こ の 場合に はdirnethoxy-
phe nethyla mine 榔の 2 つ の 脱メ チ ル 化体 (m / 2, 2 0 9､ 2 5 2のtr ace ) 以外に ､ 保
持時間6.5 分 と7.5 分に 特徴的な ピ ー クが踏襲した o 保持時間6.5 分の m / z 1 9 4と
2 6 7の イ オ ンを有す る ピ ー ク は､ p- m etho xybe nzylalcoholの脱メ チ ル化反応に よ っ て生
成したdenopa min e(t) で あり､ 保持時間7.5 分の m / z 1 9 4と2 9 7の イオ ン を有す
るピ - ク は､ p- metho xybe n zylalc oholの メ タ位が水酸化されて生成した i s o - M - 2
(Ⅴ) と同定された ｡
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F ig . 7 0. Ma s s chro mato gr a ms of 0
- T M S de riv a tiv es of ox i da tio n pr odu cts of
X 工V a nd X 工工工.
つ ぎに ､ Fig｡ 7 0に ､ de nopa min eのp- m o nometho xy 捧 (Ⅹ Ⅲ) とm - ”?n o m etho xy 体 (X Ⅳ)
の酸花成続体の マ ス ク ロ マ トグラ ム を示 した｡ い ずれ の場合に も保持時間的7.5 分の位
置に m /z 16 逢と3 5 5の イ オ ンを有する､ カ テ コ ∵ )i/化合物に由来す る ピ ー クが出現
した｡ 保持時間的6分に踏現し.たm / z 2 2 2と2 6 7の イ オ ンを有す る ピーク は､
mon ometho xy 基の 腕メ チ ル 化捧と推定されたが､ Ⅹ Ⅲと ⅩⅣ とで ､ そ の 生成量に は大きな
差は認められなか っ た ｡ 保持時間8 - 9分に 出萌した m / z 2 5 2と2 6 7の イ オ ンを
有する ピ ー ク群は､ X Ⅲでは1本で あ っ たの に対 して ､ ⅩⅣ で は3本検出され た ｡ これ
らの ピ ー ク は､ m ono metho xy phe nethylamine 悌の永酸化体に相当す る化合物と推定され､
ベ ンゼ ン珪上 の 水酸化され得る部位 (メ トキ シ基のオ ル ト位また はパ ラ位) が､ X Ⅲでは
舟 ル ト位 の み で ある の に対して ､ ⅩⅣ 披3個所 (2 つ の オ ル ト経と1 つ の パ ラ位) を有す
る結果 と推察され た｡
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2 - 3. tetr ahydrois oquin oline化合物の 生成
Fig.6 如こ示 したよ うに ､ de nopa nin eの酸化成績捧の マ ス ク ロ マ トグラム 上で ､ 保持時
間6.1 分と7.7 分に m / z 2 6 4の イ オ ン を有す る2 つ の ピ
ー クが換出されたo そ して
こFLらの ピーク は､ Ⅲ の酸化成績体で は特に 顕著で あ っ た (Fig･ 6 6
- b) ｡ マ ス ス ペ
クトル の 解析 (Fig. 7 1) か ら､ これらの 生成物はすで に前章で述べ たように ､ i s o
-
M - 1 (Ⅲ) がホ ル ム ア ル デ ヒ ドと閉堤反応を生起して 生成した､ テ トラ ヒ ド ロ イ ソ キノ
リン型化合物 (ⅩⅤ ､ ⅩⅥ) と同定された o なお､ Fig. 6 6
- b におい て ､ 保持時間
8.3 分と10.5分に も m / z 2 6 4の イ オ ンを有する ピ
ー ク が検出された ｡ こ れらはマ ス
ス ペ ク ト ル の 解析から､ Ⅲが脱メ チ ル 化されて生成 したカテ コ - ル (X I) が ､ さらに ホ
ル ム ア ル デ ヒ ドと閉環反応を生起 して 生成したテ トラ ヒ ドロ イ ソ キノ リ ン塑化合物と推定
された ｡ Jl.
; ル ム ア ル デ ヒ ドとの 閉環反応は Ⅴに おい て も認め られた (Fig†6 7- b) ｡
この場合に は､ 保持時間9｡8 分と12.0分に ､ m / .z 3 5 2の イオ ンを有す る ピ ー ク として
xⅦ ､ ⅩⅧ が出現した ｡ なおこ れらの閉環体は､ Ⅱ ､ Ⅳの酸化成績終に は認められなか
っ た｡
第3節 考察
前章ま で に述べ たように ､ 酵素的脱メ チ ル 化反応は ､ in viv o ､ in vitro共に ､ 3
′
-
o - 脱メ チ ル化より 4
′
- 0 - 脱メ チ ル 化反応の 方が圧倒的に使先 した. しか し､
den opa mineの 化学的酸化実験の結果は ､ ⅡとⅢが ほぼ等しい 割合で 生成した ｡ すなわち､
.脱メチ ル 化反応 に おける パ ラ位とメ タ位の メ トキ シ基は ､ 化学的に はほぼ等価で あるが､
酵素的に は非常に 高い 位置選択性を示す こ とが示唆された｡ 化学的な脱メ チ ル 化反応に
おける位置遥択性は ､ p- m o n o m etho xy 基 とm - monom ethoxy 基にお い て も善が認められなか
っ た｡ そ して ､ 全般的に 化学的酸化反応 は酵素的酸化反応より反応性が高か っ た . 例
えば､ 水酸基の 隣の メ トキ シ基が脱メ チ ル 化され て カ テ コ - )i,化合物を生成する反応が ､
Ⅱ - Ⅴ の 化合物で共通に認め られた ｡ この ような反応 は一 発5章で述べ た ラ ッ ト肝臓に
よるin vitr o実験で は見られ なか っ た ｡
一 方､ 水酸化反応 に関して は､ LTde nfrie ndらはmo n o o叩 gen a S eに よ る酸化反応の化学的
モデル 実験で ､ de n opa mineの ように ベ ンゼ ン環上に水酸基を有するtyramin eが ､ hydr oxy-
tyr a min eに水酸化される こ とをすで に幸隠 して い るが
6 3ヱ今回 の 実験で ､ d｡,n｡pa min eにお
いてもカ テ コ ー ル 体 (Ⅶ) に水酸化され ることが示された｡ さ らに ､ Udenfriendの 系で
は永酸化反応に つ い て も酵素反応より反応性が高か っ た ｡ 例えば､ 実験に壊したすベ て
の化合物に つ い て ､ メ トキ シ基の オ ル ト位あるい は パ ラ位の 水酸化が認められた｡ これ
らの生成物はin ∇i tr o実験で は検出されなか っ た ｡ Udenfrie ndらは､ ベ ン ゼ ン瑳上 に水
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旦04
酸基を持た な い phenylala nin e の 化学的水酸化反応たっ い て も報告 して い るが
6 41 ヵ テ
コ-J t/化合物の 生成に つ い て は言及 して い な い . しか し､ 今回の 実験で ､ Ⅸ の 酸化反応
ではカ テ コ ー ル 捧 (Ⅶ) の 生成が顕著で ､ m on obydroxy 体 (i) の 生成は
▲
ほ､とん ど認めら
れなか っ た ｡ Ⅶ の 生成機構は､ Ⅰを経由する2段階の 水酸化反応とも考え られるが､
①Ⅰか らⅦ へ の 生成が定量的で はなか っ た (Fig｡6 4) ｡ ②Ⅸ の 酸化反応で ､ Ⅶ の生成量
に見合う程の Ⅶ の 脱メ チ ル 化体 (Fig. 6 8､ 保持時間的13.7分の m / z 2 5 2､ 3 5 5の
trac e) の 生成が認め られなか っ た｡ ③Ⅸ の 酸化反応 で ､ 反応の初期 (1 0分後) におい
てもⅠの 生成喜は小さか っ た ｡ 以上 の理由により､ Ⅸか らⅦ へ の 酸化反応 は､ directな
dio xy ge n atio n で ある と推察され た ｡ なお､ ラ ッ ト甥干臓ミク ロ ゾ - ム に よ るⅨ の酸化反
応で は逆に ､ 7 の生成が顕著で Ⅶ は換地されなか っ た｡ これ は､ 酵素に よ る ベ ンゼ ン環
の水酸化唇応の メ カ ニ ズ ム は､ a r e n e-3, かo xide を経由するmono - o xygenationで ある こ と
を示して い %65).
つ ぎに ー 前章で述 べ た テ トラ ヒ ド ロ イ ソ キノ リ ン型化合物の生成が ､ ⅢおよびⅤの 化学
的モ デ ル 反応 にお い て も認められた ｡ この 聞堤反応に 関与する *) レム ア)i,デ ヒ ドの 由来
は､ そ の生成を確認 して い な い が､ おそ らくFig.7 2に示すように ､ メ トキ シ基が酸化的
に脱メ チ ル 化された結果生 じたもの と推定された｡ なお､ 酵素反応と同 軌こ､ 化学的モ
デル 反応 に おい て もⅡおよびⅣ の反応で は､ 間貸体の 生成は認め られなか っ た｡
Ude nfrie ndの 系の よ うな mild な条件下で は､ メ トキ シ基の 電子供与性は縮合反応に 寄与 し
ない もの と推察された ｡
口de nfrie ndの 系で は､ mon o oxy ge nas e に よ る芳香環水酸化反応 の樽散で あ るN i Hシ フ
トが認め られな い と い う難点が指摘されて い る6 6,6 7三. しか し､ den.pamin eのロde nfriend
の系に よ る酸化反応で は､ ミ ク ロ ゾ - ム によ る酸化反応で生成したすべ て の 代謝物を得る
ことが紐来た. なお ､ n on o oxygenase の化学的モ デ ル 反応として は ､ udenfriendの 系の
批 もFe nto n
･
減 菓 (FeC12 ,H202)
6 8)
が知られて い る｡ しかし､ Fe nto n
･
s試薬によ る
de nopamin eの 酸化反応 で は､ 酸化代謝物 の収率は低か っ た｡
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郎避L生壁
酵素約酸化反応 の化学的な モ デ ル 反応 と して ､ Ude nfrie ndの 系を用い てden opamineとそ
の関連化合物に つ い て 酸化反応を行 っ た ｡ 酵素反応で生成 したde nopa mineの 酸化代謝物
が.
､ Udenfrie ndの系に おい て もす べ て 生成したo ,しか し､ 酵素反応と比較して化学的酸
化反応 は ､ 脱メ チ ル 化反応 に おける位置選択性が低く､ p 一 腹メ チ ル 化体と m --- 脱メ チ ル
化体の生成比 は はぼ等 しか っ た｡ 又､ 化学的酸化反応は酵素反応より反応性に富み ､ す
べて の供試化合物に おい て ､ 酵素反応で は生成しな か っ た ､ メ トキ シ基の か レト位あるい
はパ ラ位の 永酸化反応 が認められた ｡ さらに､ 第6章で 述べ た テ トラ ヒ ド ロ イ ソ キノ リ
ン型化合物の 生成が ､ 化学的モ デ ル 実験で も顕著に 認められた ｡ 酵素反応 に おい て は ､
内因性の ホ ル ム ア ル デ ヒ ドが この 間環反応に 関与するものと推察されたが ､ 化学的モ デ ル
反応で は ､ メ トキ シ基が酸化的に脱メ チ ル 化される際に生成す るホ ル ム ア ル デ ヒ ドが関与
してい る ことが示唆された ｡
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拳顧 適 筋隠 謝 物 お よ び 関 連 櫛臨 禽 物 ¢⊃櫛臨 学 食 成
緒言
前章まで に 述べ たように ､ den opanineの ヒ トにお ける代謝､ および実験動物の 肝臓によ
るin vitTO実験､ さらに ､ 推挙的な酸化反応に おい て ､ 多くのde nopa mine関連化合物を検
出する こ とが路来た ｡ これ らの 化合物の 同定と､ 薬理件周を検討するた め に ､ 榎晶の合
成を行 っ たが ､ 本章で は主な化合物の 合成法に つ い て 記述する ｡
第1節 実験方法
融点披柳本融点輔定器M P - 2 1を伺い て 却定し､ 全て 未補正値で ある｡ N M Rスベ
タ いレはJ E O L F X- 1 0 0Sを周い ､ 七etr arn ethylsila n eを内部標準と して ､
1 0 0M fiz で珊定した｡
1 - 1｡ 童永裏襟識化合物 の 合成
d㌻ de n opamine､ 屯 - M - 1 の 合成経路を､ Cha rt2,3 に それぞれ示 した｡
41 Be n zyloxy-3- 酌etho xyniもT O Styr n e (1)
趨-Be n zy且o 叉y-3一 朗etho xyben zaldehyde (1 0g , 0｡04m o1) , nitr o m etha n e(4g,
0｡07m o l) , 酢酸ア ン を エ ウ ム (3g , 0｡05m ol) を3 5m l の 酢酸に 溶解し､ 2時
間還鏡す る｡ 冷却後析出す る結晶を液敬した ｡ T H F- E t O Hより再結晶し､ 1
(7.2 g) を黄色針状晶､ m.p｡ 1 1 8- i 2 0℃ と して 得た｡
4- Be n zylo xy-3一 閃eもho 野phe n eも軸1amine (2)
,LiAlm櫓 (2｡5 g , 0｡07m ol) の T H F(1 0 0m l) 塔液に ､ 1 (6 g, 0.02m ol
) の T H F(3 0m l) 蒋液番､ 凍冷下に少登ずつ 添加した｡ 4 0℃ で 3時間還流し､
冷却後､ 永塩 m lを徐 郎 こ加え ､ 一 夜放置した ｡ 析出物を渡取し､ 髄液を減圧下 に濃縮
した｡ 残痕を且0 0m lのEthe T に溶解し､ これ にdry WClガ ス を通 じて折由した結晶
を液取 した｡ 2 (3｡5 g, 5 逢%) をcoio Tle ss po 関de T, 凱 p｡ 1 5 3- 1 5 7℃ の塩酸
塩として得た｡
幽
2 (3･5 g , 1 2m甲 0 1) の E も O H (5 0m l) 清液に ､ 1 0 %P d/C (3 50
m g) を加え､ 室温で凍素ガ ス に より 翻虫還元 した｡ 4.5 時間で約35 0m lの 水素ガ
ス が吸収された｡ P d/Cを渡則し､ 渡液を減圧下に 濃縮した ｡ 粗結晶 (4.45g)杏
M 甲 O H
- Å c O Eもより再結晶 し､ 3 (1.7 g) をcol`o rle s spo 帥de T, 凱 P･ 21 2
-
2 1 5℃ の塩酸塩として 得た｡
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